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Introduction générale

Introduction générale

L’¢évolution socioculturelle de nos pays a entrainé un changement dans nos habitudes
alimentaires. La production alimentaire n’a plus pour seul but de satisfaire les besoins
alimentaires de base. Les consommateurs s’intéressent de plus en plus aux bienfaits des
aliments pour la santé et commencent a regarder au-dela des avantages nutritionnels essentiels
des aliments pour s’intéresser a la prévention des maladies et aux composés améliorant la

santé que contiennent de nombreux aliments.

Parmi ces nouveaux composés potentiellement intéressants, les antioxydants, tels que
les flavonoides, ont été particuliérement étudiés en raison de leur utilisation de plus en plus
répandue dans les domaines pharmaceutiques, cosmétiques et alimentaires pour leurs effets
bénéfiques ou supposés comme tels pour la santé. Des flavonoides tels que la rutine, la
quercétine, la naringine, 1’hesperitine, etc., a 1’état pur et sous forme d’extraits, sont
aujourd’hui de plus en plus commercialisés pour diverses applications pharmaceutiques,
cosmétiques et alimentaires. Cependant, la formulation de ces molécules dans diverses
préparations est difficile a réaliser. En effet, la mise en ceuvre des flavonoides est difficile
méme aux faibles concentrations des préparations cosmétiques (0,01-0,15 %) en raison d’une
faible solubilité de ces composés dans la plupart des solvants utilisés dans ce domaine. De
plus, aprés incorporation dans des préparations, ces composés sont tres instables a la lumicre
et a la chaleur. En effet, les flavonoides peuvent s’oxyder rapidement, ce qui conduit a une

modification de la couleur de la préparation et a une altération de leurs propriétés bénéfiques.

Notre travail s’inscrit dans le cadre du développement de formes d’administration des
molécules d’intérét biologique en utilisant des systémes dispersés submicroniques. Les

résultats escomptés sont 1’obtention d’ingrédients polyfonctionnels faciles a incorporer dans
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des matrices alimentaires mod¢les et possédants une meilleure solubilité, stabilité et

biodisponibilité. Les dérivés produits constitueront des ingrédients santé tres intéressants.

Le principal objectif de cette thése était d’acquérir des connaissances a différentes
échelles d’étude sur les mécanismes d’interaction et d’assemblage entre flavonoides et
biopolymeres. La structuration des flavonoides est de nature a améliorer leur solubilité en
solvant aqueux et leur stabilité, mais également leur biodisponibilit¢é en facilitant leur

transport a travers les membranes cellulaires.

L’approche méthodologique consiste a former dans une premicére étape des complexes
primaires entre le flavonoide a 1’étude (quercétine) et un polysaccharide anionique tensioactif
(gomme d’Acacia). Dans une seconde étape, des complexes supramoléculaires sont formés en
faisant interagir la gomme d’Acacia et une protéine globulaire animale ([-lactoglobuline).
Chaque étape nécessite une étude fondamentale des mécanismes de structuration, incluant la
quantification thermodynamique des interactions, le mécanisme dynamique d’interaction et

I’étude de la structure a différentes échelles, incluant celle des biopolymeéres.

Nous avons choisi comme flavonoide la quercétine qui est un des polyphénols possédant
un trés fort potentiel antioxydant. Cependant, elle est aussi connue pour étre trés peu soluble
dans des phases aqueuses et lipophiles. Différentes techniques ont ét¢ utilisées afin de pallier
a ce probléme (ajout d’agents stabilisant, acylation par I’introduction de groupements esters
d’acides gras et glycosylation par introduction d’un groupement glycosidique) mais avec un
succes limité (risques de toxicité et instabilité lors du stockage). Travailler avec la quercétine,
reste donc un bon défi a relever.

Le choix des biopolymeres s’explique par nos études antérieures sur ce systeme, qui

nous permettent de bien contrdler les interactions macromoléculaires, ainsi que la structure et
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la stabilité¢ des complexes formés. Les principaux enjeux de cette fonctionnalisation physico-
chimique originale concernent le contrdle des interactions moléculaires, de la structure et de
la stabilité des particules formées. Un autre enjeu important concerne I’insolubilité dans les
solvants aqueux de la quercétine, qui nécessite 1’utilisation d’un solvant intermédiaire,
I’éthanol, afin de permettre la mise en place des interactions avec des biopolymeres plutot
hydrophiles.

Le document présenté ici se compose de quatre chapitres qui s’attachent a considérer

un point précis de 1’étude globale.

Ainsi, le chapitre I est essentiellement consacré a la revue bibliographique des études
concernant les complexes protéines-polysaccharides. Il débute en rappelant les connaissances
acquises sur les biopolymeéres a I’étude et les bases théoriques de la stabilité¢ des solutions
macromoléculaires, puis fait le point sur les types d’interactions se produisant dans les
complexes protéine-polysaccharide. Une seconde partie est par la suite consacrée a une revue

bibliographique concernant les flavonoides.

Le chapitre II concerne la premiere étape de notre étude. Il s’agit de la mise au point
des particules submicroniques a base de quercétine et de gomme d’Acacia par
homogénéisation dynamique a haute pression. Les entités obtenues ont par la suite été
caractérisées par des mesures de taille, de mobilité électrophorétique et par microscopie
électronique a transmission. Le pouvoir antioxydant de la quercétine a également été mesuré
par une étude spectrophotométrique afin d’évaluer D’effet des hautes pressions et de la

complexation avec la gomme d’Acacia.

Dans le chapitre III, nous avons étudié les caractéristiques thermodynamiques des

complexes gomme Acacia/ B-lactoglobuline et gomme Acacia-quercétine/ B-lactoglobuline.
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Les paramétres thermodynamiques d’interaction ont été déterminés par titration
calorimétrique isothermique (ITC), méthode permettant de mesurer les contributions

enthalpiques/entropiques, la constante d’association, steechiométrie des complexes.

Finalement, nous avons dans le chapitre IV, une approche a plusieurs niveaux
d’observation afin de mieux caractériser les différentes phases de complexation. L’objectif
¢tait de déterminer les transitions structurales a différentes échelles lors de la complexation
entre la B-lactoglobuline et la gomme d’Acacia ou la gomme Acacia-quercétine. La structure
et la morphologie des complexes obtenus ont été déterminées par diffusion dynamique de la
lumiére, densité optique, microscopie optique et spectroscopie infrarouge a transformée de

Fourrier.
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Chapitre 1 : Revue bibliographique

1. Stabilité des mélanges de biopolyméres

Les mélanges de biopolymeéres en solution aqueuse présentent soit une instabilité
thermodynamique se traduisant macroscopiquement par une séparation de phase, soit, dans
des cas plus rares, par une miscibilit¢ des biopolymeres dans des solutions diluées
(interactions biopolymere-biopolymeére égale a celles biopolymere-solvant et solvant-solvant)
(Albertsson, 1971 ; Tolstoguzov, 2003 ; Turgeon et al, 2007). La compatibilit¢ ou
I’incompatibilité entre les biopolymeres proviennent de la faible entropie de mélange des
composés macromoléculaires, qui ne peut compenser des valeurs méme trés faiblement

positives de I’enthalpie de mélange, défavorables a la stabilité¢ de ce dernier (Frugier, 1988).

Lorsque la concentration des biopolymeéres augmente et excéde une certaine valeur
critique, la co-solubilité entre les biopolymeres devient alors limitée conduisant a une
séparation de phase (Tolstoguzov, 2003 ; Turgeon ef al., 2007). La séparation de phase peut
étre soit de type ségrégatif soit de type associatif. Dans un cas comme dans 1’autre,
I’interaction protéines-polysaccharides peut changer de répulsive a attractive et vice versa,
suivant les conditions du solvant (pH, force ionique...), de concentrations ou de température

(Dickinson, 1993 ; Bergfeldt et al., 1996).

1.1. Approche thermodynamique

L’approche la plus communément utilisée dans le traitement théorique des problemes
de stabilité¢ des solutions biopolymeriques découle de la théorie de Flory-Huggins (Flory,

1941 ; Huggins, 1942). D’apres cette derniere, en considérant un mélange de biopolymeres
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avec un solvant, la stabilité du systéme obtenu dépend en vertu du « Second Principe de la
Thermodynamique » de la variation de 1’énergie libre du mélange AGy,. Selon 1’équation
(1.1), AG,, doit étre négative et ne posséder qu’un seul minimum local pour que le mélange

soit stable (monophasique) :

AGp = AH,, — TAS,, <0 (1.1)

Les termes AH,, et AS, représentent respectivement les variations d’enthalpie et
d’entropie dues au mélange. T est la température absolue exprimée en °K. Cette équation
démontre qu’une réaction est favorisée lorsque la variation d’entropie (ASy,) est positive et/ou
lorsque la variation d’enthalpie (AHy,) est négative. L’énergie libre de Gibbs est la propriété
thermodynamique la plus utilisée lors de I’étude de la stabilité¢ de solutions composées de

solvants et de solutés.

La stabilit¢ d’'un mélange de biopolymeres dépend principalement de la contribution
des termes AH,, et AS,, d’aprés I’équation (1.1). Cette contribution s’exprime principalement
au travers de trois effets thermodynamiques qui sont : I’entropie combinatoire de mélange, la
contribution des interactions entre les molécules et I’effet de volume libre (Tompa, 1956 ;

Patterson, 1982).

L’énergie combinatoire de mélange, AS,,, représente le nombre de positions
différentes pouvant étre occupées par les molécules a I'intérieur du réseau (mélange). En
d’autres termes, ASm représente 1’état de désordre potentiel du mélange. L’entropie

combinatoire de mélange peut étre définie par 1’équation (1.2) :
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ASy /RV = - [(¢1 Ing1)/Vi + (92 Inga)/ V5] (1.2)

ou @; est la fraction volumique du composé i dans le mélange, V; son volume molaire,

R la constante des gaz parfaits (8,3144 J.mole™ K ™) et V le volume total du mélange.

La contribution interactionnelle a 1’énergie libre de mélange ou chaleur de mélange,
AHm, repose sur I’existence de forces intermoléculaires répulsives (hydratation, répulsions
¢lectrostatiques ou stériques) ou attractives (interactions électrostatiques, hydrophobes, Van
der Waals) entre les molécules et les atomes des différents constituants du mélange. AH,, peut

étre définie par 1’équation (1.3) :

AHp =V (81 — 82)” 9102 (1.3)

avec & = (AE/V))"?

ou V est le volume total du mélange, AE; la chaleur de vaporisation du composé i a

pression nulle, V; le volume molaire du composé 1, 9; le parametre de solubilité défini par

Scott et Hildebrand (1951).

La contribution du volume libre a I’énergie libre de mélange est liée a la variation de
volume induite par les molécules constituant le mélange, généralement le solvant et le/les
biopolymere(s). Il représente 1’influence de la différence entre les volumes libres du solvant et
des biopolymeéres. Le volume libre du biopolymere est considéré comme tres faible par
rapport a celui du solvant du fait de la différence de taille entre les molécules. En
conséquence, le mélange qui tend a rapprocher les molécules les unes des autres contribue

négativement a AS;, et AH,,.
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1.2. Incompatibilité et comptabilité thermodynamique

1.2.1. Séparation de phase ségrégative

La séparation de phase ségrégative, appelée aussi incompatibilité thermodynamique est
courante dans les mélanges de macromolécules de type protéine/polysaccharide utilisés en
industrie alimentaire. Elle permet d’obtenir un grand nombre de produits possédant des
structures et des textures différentes aprés un traitement technologique des mélanges (Samant
et al., 1993 ; Ledward, 1994 ; Tolstoguzov, 1997 ; Dickinson, 1998). C’est une séparation de
phase spontanée, provoquée par une répulsion nette entre les biopolymeéres en solution
aqueuse, chacun ayant une affinité préférentielle avec le solvant. Cela donne lieu & une

ségrégation en deux phases coexistantes, chacune concentrée en 1’un des deux biopolymeres.

Les interactions répulsives sont non spécifiques et typiquement transitoires. Elles ont
essentiellement lieu par les effets du volume exclu et/ou les forces ioniques entre les charges
de méme signe, et tendent a étre relativement faibles. Les interactions protéines-
polysaccharides répulsives nettes se produisent le plus souvent avec des polysaccharides non-
ioniques ou anioniques a un pH proche du point isoélectrique de la protéine (Dickinson, 1993
; Dickinson, 1998). Généralement, les protéines et les polysaccharides sont incompatibles a
une concentration suffisamment élevée et sous les conditions inhibant leur complexation
(force ionique supérieure a 0,2 mole.l”, pH supérieur au point isoélectrique de la protéine,

concentration totale en biopolymeres supérieure a 3 — 4 %) (Tolstoguzov, 1996).

1.2.2. Séparation de phase associative

C’est un phénomene donnant lieu a 1’apparition de deux phases distinctes a 1’équilibre
thermodynamique, 1’une contenant principalement le solvant, 1’autre concentrée en
biopolymeres. Ce type de séparation de phase fait alors référence a un phénomene de

démixtion induite soit par des interactions directes (électrostatiques ou hydrogenes) entre les
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biopolymeéres, ce qui est le cas de la coacervation complexe, soit par des conditions de
mauvais solvant qui favorisent cette séparation sans exiger I’implication d’interaction entre
les molécules (Bergfeldt et al., 1996 ; Doublier et al., 2000). La coacervation complexe est un
cas particulier de séparation de phase associative ayant lieu en mélangeant dans un milieu
aqueux deux macromolécules portant des charges opposées. Elle est essentiellement induite
par des forces attractives entre les charges opposées portées par les macromolécules. Elle
résulte en la formation de complexes inter-biopolymeéres donnant lieu a la formation de deux
phases distinctes, 1'une diluée contenant essentiellement le solvant, 1’autre concentrée en

complexes (coacervats) dite phase coacervée.

Les interactions attractives varient largement en force et en spécificité. Une liaison
covalente entre protéine et polysaccharide représente une interaction attractive spécifique,
forte et permanente. Les interactions non spécifiques sont le résultat de la superposition d’une
multitude d’interactions chimiques individuelles entre les groupes présents sur les
biopolymeéres (ioniques, dipolaires, Van der Waals, hydrogenes, hydrophobes, etc.). Des
interactions attractives faibles peuvent avoir lieu, a de faibles forces ioniques, entre les
protéines non chargées ou faiblement chargées négativement (pH > pl) et des polysaccharides.
La complexation électrostatique entre protéines et polysaccharides a lieu généralement dans
I’intervalle de pH compris entre le point isoélectrique de la protéine et la valeur pK des
groupements anioniques du polysaccharide, principalement des groupements carboxyles (pK

~ 3). Dans cet intervalle de pH, les deux biopolymeéres portent des charges opposées.

La force de complexation dépend de la distribution des groupements ionisables a la
surface de la protéine, de la facilité avec laquelle sa structure native se déplie, de sa flexibilité
et de la distribution de charges sur le polysaccharide (Ledward, 1994). Les complexes

¢lectrostatiques peuvent tre solubles ou insolubles suivant le degré de neutralisation mutuelle
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des biopolymeéres portant des charges opposées. Les complexes solubles sont souvent non-
stoechiométriques et chargés. Les complexes insolubles forment une phase concentrée liquide

ou un gel, contenant les deux biopolymeres en interaction (Tolstoguzov, 1996).

La neutralisation mutuelle des chalnes portant des charges opposées diminue
I’hydrophilie des zones de jonction formées par la diminution de la charge nette. Le complexe
possede alors une conformation compacte avec des zones de jonctions cachées dans la partie
interne hydrophobe du complexe. La neutralisation de charges du polysaccharide anionique
peut diminuer la rigidité des chaines. Ce phénomene est dii a la diminution des interactions

répulsives entre des groupements de méme charge (Tolstoguzov, 2003).

2. Les forces d’interaction moléculaire

Les interactions macromoléculaires responsables de la formation des complexes
peuvent étre regroupées en trois classes distinctes : 1) les interactions entre les molécules
chargées, ii) les interactions entre les résidus acides ou basiques des chaines latérales des
macromolécules et iii) les interactions entre les autres chaines latérales des macromolécules
(Tolstoguzov, 1997). Les interactions attractives peuvent étre spécifiques, d’intensités élevées
et permanentes (liaisons covalentes). Les interactions attractives non spécifiques résultent
généralement d’une multitude d’interactions faibles entre les macromolécules (interactions

ioniques, hydrophobes, liaisons hydrogénes).

2.1. Les liaisons covalentes
La liaison covalente est une liaison trés spécifique résultant de la mise en commun
d’¢lectrons entre deux atomes. Elle peut s’établir entre une protéine et un polysaccharide
(Stainsby, 1980) et son énergie potentielle se situe entre 200 et 800 kJ.mole™ (Israclachvili,

1992). Généralement, ce type de liaison est obtenu par réaction chimique des groupements
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aminés des protéines avec les groupes carboxyliques des polysaccharides pour former une
liaison de type amide. Cette réaction est favorisée par la déshydratation du complexe
(chauffage ou cryo-séchage) ou par I'utilisation d’une enzyme (transglutaminase) ou par
’utilisation d’agents réticulant (glutaraldéhyde, carbodiimide). La production de conjugués
protéines-polysaccharides via une réaction de Maillard est toutefois reconnue comme étant la
méthode la plus apte a étre utilisée pour des applications alimentaires (Kato, 2002). Plusieurs
¢tudes ont montré que la synthése de conjugués protéine-polysaccharide améliorait les
propriétés fonctionnelles des protéines (augmentation de la solubilité des protéines, en
particulier aux environs de leur pH isoélectrique et augmentation de la stabilité a la chaleur)
en comparaison avec celles des protéines natives (Kato, 2002 ; Oliver ef al., 2006 ; O'Regan

et Mulvihill, 2009 ; O'Regan et Mulvihill, 2010).

Différentes études ont montré que la conjugaison avec des polysaccharides améliorait
la stabilité a la chaleur des protéines du lait (Jiménez-Castafio ef al., 2007), des protéines de
soja (Diftis et Kiosseoglou, 2006), de ’ovalbumine (Kato et al., 1995) et du lysozyme
(Ramezani ef al., 2008). O’Regan et Mulvihill (2010) ont travaillé sur le systéme caséinate de
sodium/ dextrane, la conjugaison étant obtenue par réaction de Maillard (incubation a 60 °C,
humidité relative 79 %, 4 jours). Les auteurs ont montré que la température de dénaturation du
caséinate de sodium conjugué avait augmenté par rapport a la protéine native. De plus, les
propriétés émulsifiantes du conjugué ont été fortement améliorées.

La conjugaison s’est aussi révélée étre un moyen efficace pour améliorer
I’immunogénicité des antigénes. Plusieurs travaux ont permis de montrer que la co-
administration d’un dérivé du chitosane, le N-triméthyl chitosane, comme adjuvant d’antigéne
(ovalbumine) permettait d’augmenter la production d’anticorps en comparaison avec

I’antigeéne seul (Amidi et al., 2007 ; Sayin et al., 2008 ; Hagenaars et al., 2009).
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Des ponts disulfures intermoléculaires se forment en méme temps que le repliement
des protéines dans leur conformation native. Ils servent a la stabilisation de la structure
tridimensionnelle des protéines qui sont contraintes dans une certaine conformation. Ce type

d’interaction dépend du milieu plus ou moins oxydant dans lequel est placée la protéine.

La liaison covalente représente en somme un moyen efficace pour stabiliser et rendre
irréversible une interaction électrostatique théoriquement sensible aux variations de pH ou de

force ionique.

2.2. Interactions électrostatiques
Les interactions électrostatiques s’établissent entre des molécules portant des charges

¢lectriques opposés. Les charges peuvent avoir plusieurs origines :

¢ Jonisation ou dissociation de groupes en surface.
e Adsorption non équilibrée d’ions conduisant a des exces superficiels positifs

ou négatifs.

Les interactions électrostatiques peuvent étre de type ion-ion, ion-dipole ou dipdle-
dipdle. L’¢énergie potentielle (V) de ces interactions dépend des charges portées par les
molécules (Q; et Qy), de la distance entre les molécules (d) et de la constante di¢lectrique du

milieu (¢) (Figure 1.1).

Figure 1.1 : Illustration de I’interaction électrostatique entre deux charges Q, et Q,.
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L’¢énergie potentielle est exprimée selon 1’équation (1.4) :

_ 9%
4meed

avee !

g : la permittivité du vide : 8,854187x10™"? A.s.V''.m™ (ampéres-seconde par volt
par metre).
¢ : la permittivité du milieu.

d : la distance entre les deux charges.

La complexation électrostatique entre protéines et polysaccharides a lieu dans
I’intervalle de pH compris entre le point isoélectrique de la protéine et la valeur pK des
groupements anioniques du polysaccharide, principalement carboxyles (pK ~ 3) a de faibles
forces ioniques. Dans cet intervalle de pH, les deux biopolyméres portent des charges
opposé€es. D’apres Ledward (1994), la force de complexation entre protéines et
polysaccharides dépend de la distribution des groupes ionisables a la surface de la protéine, de
la facilité avec laquelle la structure native de la protéine se déplie, et la flexibilité de structure

et de distribution de charge sur le polysaccharide.

I1 est admis que deux types de complexes macromoléculaires peuvent étre obtenus lors
de la mise en jeu d’interactions électrostatiques. D’une part, des complexes solubles lorsque le
nombre de charges entre les molécules interagissant ne s’équilibrent pas entierement. Dans ce
cas, la charge globale portée par le complexe obtenu permet a celui-ci de rester soluble en
interagissant avec les molécules de solvant. D’autre part, des complexes insolubles lorsque la

neutralisation des charges portées par les deux macromolécules est totale, la charge globale du
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complexe obtenu étant nulle. Ces complexes insolubles forment une phase concentrée liquide

ou comme un gel, contenant les deux biopolymeéres ayant interagi (Tolstoguzov, 1996).

La neutralisation mutuelle des chalnes portant des charges opposées diminue
I’hydrophilicité des zones de jonction formées par la diminution de la charge nette. Le
complexe possede alors une conformation compacte avec des zones de jonction cachées dans
la partie interne hydrophobe du complexe. La neutralisation de charges du polysaccharide
anionique peut diminuer la rigidité des chaines due a la diminution des interaction répulsives

des groupements de méme charge (Tolstoguzov, 2003).

Généralement, [’établissement de liaisons ¢électrostatiques entre des molécules
chargées entraine une diminution de 1’énergie libre électrostatique du systéme par diminution
de la mobilité¢ et de la flexibilit¢é des biopolymeres (de Vries et Cohen Stuart, 2006).
Cependant, la perte d’entropie engendrée est en partie compensée par les contributions
enthalpiques et entropiques provenant de la libération des contre-ions associés aux
macromolécules mais également par la libération de molécules d’eau (Piculell ef al., 1995 ;
Tolstoguzov, 1997 ; de Vries et Cohen Stuart, 2006). Il est & noter que la libération des
contre-ions a été expérimentalement démontrée par Gummel et a/,. (2007) dans le systéme

lysozyme / polystyréne sulfonate a 1'aide de contre-ions de tétraméthylammonium deutéré.

2.3. Forces de Van der Waals
Les forces de Van der Waals résultent de ’interaction entre les nuages électrostatiques
des atomes ou molécules trés proches les uns des autres. Ce sont des interactions électriques
de faible intensité survenant entre des molécules non polaires. Les forces de Van der Waals
regroupent I’interaction de Keesom (orientation de dipdles permanents sous 1’effet d’un

champ électrique provoqué par un dipdle permanent), I’interaction de Debye (orientation des
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dipdles induits au sein d’atomes ou de molécules polarisables par un dipdle permanent) et
I’interaction de London (orientation de dipdles dans le voisinage d’un dipdle instantané
provoqué par une fluctuation dans la distribution de charges électriques). L’énergie
d’interaction de Van der Waals est proportionnelle a 1/d° (d étant la distance entre deux

atomes), elle est de 1’ordre de 1 4 20 kJ.mole™.

2.3.1. Effet de Keesom (interaction dipole permanent-dipole permanent)
Les forces de Keesom sont principalement liées a I'¢électronégativité. Elles
apparaissent entre au moins deux molécules polaires (dipdles dits permanents), d'ou leur
ancien nom d'interaction « dip6le-dipdle ». Lorsque, dans une molécule neutre, les barycentres
des charges positives et des charges négatives ne coincident pas, la molécule est dite polaire et
posséde un moment de dipdle électrique () dirigé de la charge négative vers la charge
positive. Deux molécules polaires peuvent trouver des positions favorables pour maximiser

’attraction entre elles (Figure 1.2).

Figure 1.2 : Illustration de I’interaction dipdle-dipole.

L’énergie potentielle d’interaction (V) correspondante s’exprime selon I’équation (1.5) :

__ CAhe
3(dmee, FkTd®
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avee !

u : le moment dipolaire de la molécule

k : la constante de Boltzmann (1.38x10% J/K)

T : la température (°K)

go - la permittivité du vide : 8,854187x10™"? A.s.V''.m™ (ampéres-seconde par volt
par metre).

€ : la permittivité du milieu

d : la distance entre les deux dipdles

2.3.2. Effet d’induction de Debye (interaction dipole permanent-dipole
induit)

Les forces de Debye sont les forces intermoléculaires résultant de l'interaction entre un
dip6le permanent et un dipdle induit. Une molécule polaire, de moment permanent L, induit
une déformation du nuage électronique des molécules apolaires voisines sous 1’effet de son
champ électrique E (Figure 1.3). Cette déformation du nuage électronique est caractérisée par
la polarisabilité¢ a de la molécule apolaire, qui augmente avec son nombre d’électrons. La
molécule apolaire acquiert ainsi un moment dipolaire induit de norme pi = oE qui interagit

avec le dipdle permanent de la premiere molécule.

Attraction

Figure 1.3 : Illustration de 1’interaction dipole-dipdle induit.

L’énergie potentielle d’interaction V correspondante s’exprime selon I’équation (1.6) :

____4rfa
 (4mee, Pd®
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avee !

u : le moment dipolaire de la molécule

ui : le moment dipolaire induit

o : la polarisabilité de la molécule

E : le champ électrique

g : la permittivité du vide: 8,854187x10™"? A.s.V'.m™" (ampéres-seconde par volt
par metre).

€ : la permittivité du milieu dans lequel évoluent les molécules

d : la distance entre les deux dipoles

2.3.3. Effet de dispersion de London (interaction dipole induit-dipodle
induit)

Les forces de dispersion de London sont des forces faibles intermoléculaires créées
par des dipdles induits (Figure 1.4). Elles représentent en général la composante la plus
importante des forces de Van der Waals et se manifestent entre tous les types de molécules.
Dans le cas des molécules apolaires, les forces de London sont les seules forces qui agissent
entre les molécules. Le mouvement des électrons de la molécule apolaire peut créer un
moment de dipoOle instantané pu* qui peut polariser les molécules adjacentes et produire un
moment de dipdle induit pi. Ces deux dipoles instantanés varient trés rapidement au cours du

temps et peuvent interagir ensemble.

d
w5t 53 XS w5 u=aE
A‘A';'A A9,
>

Attraction

Figure 1.4 : Illustration de 1’interaction dip6le induit-dipdle induit.

L’énergie potentielle d’interaction V correspondante s’exprime selon I’équation (1.7) :
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2 Uyl W,

3 (4meey d® 1 +1,

avec :
p*(t) : le moment dipolaire instantané de la molécule
Wi : le moment dipolaire induit
I : ’énergie d’ionisation des molécules
a : la polarisabilité des molécules
E : le champ électrique
g : la permittivité du vide: 8,854187x10"* A.s.V'.m™" (ampéres-seconde par volt
par metre).
¢ : la permittivité du milieu dans lequel évoluent les molécules

d : la distance entre les deux dipoles

2.4. Interactions hydrophobes et liaisons hydrogénes
L’importance des interactions ¢lectrostatiques dans la formation des complexes
protéines-polysaccharides a été largement étudiée dans le passé. Cependant, aucune étude
spécifique sur le role des interactions de plus faible €énergie, en particulier les liaisons

hydrogéne et les interactions hydrophobe, n’a pu étre trouvée dans la littérature.

L’effet hydrophobe n’est pas en soit une liaison mais un facteur thermodynamique qui
favorise les interactions macromoléculaires (Pollard et Earnshaw, 2004). Les interactions
hydrophobes sont en fait des forces indirectes qui favorisent le regroupement de molécules
non polaires suite a des interactions entre des molécules polaires.

Les interactions hydrophobes, au méme titre que les liaisons hydrogenes, sont susceptibles de
s’établir dans les complexes protéine-polysaccharide. Ces interactions sont de nature
endothermique et sont donc favorisées par une augmentation de la température. L’énergie de

ces associations hydrophobes est de I’ordre de 2 a 10 kJ.mole™.
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D’un point de vue thermodynamique, 1’auto-assemblage et les autres réactions qui
aboutissent a 1’association de molécules distinctes pour former des structures plus ordonnées
semblent peu probables. Néanmoins, de nombreuses réactions d’association se produisent et
I’é¢tude expérimentale de ces phénomeénes montre une augmentation réelle de 1’entropie
(Pollard et Earnshaw, 2004). L’entropie du systéme, qui comprend les macromolécules ainsi
que le solvant, augmente proportionnellement avec le désordre des molécules d’eau entourant
ces biopolymeres. Cette augmentation de 1’entropie des molécules d’eau compense largement

la structuration des macromolécules et la diminution de 1’entropie qu’elle entraine.

Lorsque des protéines se replient, ou lorsque des macromolécules se lient entre elles,
les groupes hydrophobes sont enfouis dans des poches ou entre des interfaces qui excluent les
molécules d’eau. Les molécules d’eau auparavant disposées régulierement au niveau de ces
surfaces se dispersent dans des phases moins structurées et I’entropie du systeme augmente.
Cette dispersion des molécules d’eau a la surface résultant de 1’enfouissement des zones
hydrophobes des macromolécules est appelée «1’effet hydrophobe ». Les interactions
hydrophobes constituent une force majeure d’agrégation mais ne suffisent pas a déterminer

une spécificité dans les interactions moléculaires qui permet d’exclure les molécules d’eau.

Les liaisons hydrogénes ou ponts hydrogenes sont des liaisons non covalentes, de type
dipole-dipdle. Elles ont un caractere ionique et font référence a une interaction entre un atome
d’hydrogene 1ié a un atome ¢€lectronégatif (N, O ou S) et un autre atome ¢électronégatif. Les
liaisons hydrogenes présentent une propriété supplémentaire, elles sont essentiellement
directionnelles et les atomes impliqués (donneurs, H, accepteurs) sont en général disposés de
facon linéaire. De plus, les liaisons hydrogenes sont plus spécifiques que les interactions de

Van der Waals car elles requiérent la présence de groupements donneurs et accepteurs
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d’atomes d’hydrogéne supplémentaires. L’établissement de liaisons hydrogéne est favorisé a

basse température et ’énergie d’une liaison s’échelonne entre 10 et 30 kJ.mole™.

La contribution des interactions de faible énergie (interactions hydrophobes et liaisons
hydrogeénes) dans la formation de complexes peut étre détectée en faisant varier la
température et la concentration en sel du systéme (Turgeon et al., 2007). Les faibles
températures sont favorables aux liaisons hydrogenes alors que les fortes températures sont
favorables aux interactions hydrophobes. Ainsi, une diminution de la température a induit une
légére augmentation du pH de séparation de phase dans un systéme composé de protéines du
lactosérum et de carraghénane (Weinbreck et al., 2004). De tels résultats indiquent que la
contribution des interactions électrostatiques est moins importante en présence de liaisons
hydrogeénes. Certains auteurs ont suggéré que les interactions €lectrostatiques jouaient un role
trés important lors de la phase initiale de complexation des biopolyméres mais que
I’agrégation des complexes et la coacervation seraient plutot liés aux liaisons hydrogenes ou
aux interactions hydrophobes, en fonction de la température (Nigen et al., 2007). Cependant,
aucun effet de la température sur le pH de séparation de phase n’a été détecté dans le systeme

gélatine-agar (Singh ef al., 2007), ce qui exclu le faite de tirer une tendance générale.

3. Principaux paramétres physico-chimiques influencant la formation de

complexes protéines-polysaccharides

De nombreuses études ont permis montrer que la formation de complexes ainsi que
leur stabilité sont sensibles aux conditions du milieu. Quelques travaux décrivant 1’influence
des parametres physico-chimiques et physiques sur la formation de complexes protéines-

polysaccharides sont résumés dans le tableau 1.
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Tableau 1.1: Influence des paramétres physico-chimiques et physiques sur les complexes protéines-

polysaccharides.

Parameétres étudiés Systémes Techniques expérimentales Références
pH, ratio massique, force Gélatine / Gomme Microscopie optique, viscosité, (Bungenburg de Jong,
ionique, type d’ions, d’Acacia turbidité, diagramme de phase 1949)

concentration totale en

biopolyméres
pH, force ionique, densité de

charge

Ratio massique, concentration
totale en biopolymeres, pH,

densité de charge

Ratio massique, pH, force

ionique, température

pH, ratio massique, force ionique

pH, ratio massique

pH, concentration en

biopolymeres, force ionique

Albumine de sérum
bovin/ Polysaccharides

sulfatés

B-lactoglobuline /

Gomme d’Acacia

B-lactoglobuline /

Pectine

Gélatine/ Pectine

Caséinate de sodium/

Gomme d’Acacia

118 globuline des
garines de Vicia faba /

Carboxyméthylcellulose

Calorimétrie différentielle a (Galazka et al., 1999)
balayage, chromatographie

d’exclusion, spectrofluorimétrie

(Schmitt e al., 2001 ;
Sanchez et al., 2002a ;
Mekhloufi et al., 2005
; Sanchez et al., 2006)

Microscopie confocale a
balayage laser, spectroscopie de
diffusion d’onde, diffusion de la
lumiére aux petits angles,
turbidité, diffusion dynamique de
la lumiére, mobilité
¢électrophorétique, turbidité,
dichroisme circulaire

Titration potentiométrique, (Girard et al., 2002)
ultrafiltration

Calorimétrie différentielle a (Gilsenan et al., 2003)
balayage, mesure d’absorbance
Mesure d’absorbance, (Ye et al., 2006)
diffusion dynamique de la
lumiere
Ultracentrifugation, (Antonov et al., 2006)
viscosimétrie, électrophorese,

chromatographie d’exclusion de

taille
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Parameétres étudiés Systémes Techniques expérimentales Références
pH, ratio massique B-lactoglobuline / Calorimétrie de titration (Guzey et
Chitosane isotherme, diffusion de la McClements, 2006)

lumiére, mobilité

¢électrophorétique, solubilité

pH B-lactoglobuline / Calorimétrie de titration (Harnsilawat et al.,
Alginate de sodium isotherme, diffusion dynamique  2006)

de la lumiére, turbidité, potentiel

Zéta
pH, concentration en NaCl (0,03  Albumine de sérum Turbidité, diffusion dynamique (Laos et al., 2007)
M) bovin, B- lactoglobuline de la lumiére, potentiometrie
/ Furcellarane
pH, concentration totale en Protéine de soie/ Acide  Turbidité, mobilité (Malay et al., 2007)
biopolyméres, ratio massique hyaluronique ¢électrophorétique, viscosité,

analyse gravimétrique

pH, ratio massique Proteine du lactosérum / Microscopie optique, mobilité (Neirynck et al., 2007)
pectine ¢électrophorétique, diffusion laser

de la lumiére

pH, ratio massique Gélatine / Agar Turbidité, diffusion dynamique (Singh et al., 2007)
de la lumiére, titration
turbidimétrique
pH, force ionique, température B-lactoglobuline / Solubilité, turbidité, viscosité, (Mounsey et al., 2008)
Chitosane mesure de taille, potentiel Zéta
Traitement thermique (83 °C) B-lactoglobuline / Diffusion dynamique de la (Jones et al., 2010)
Pectine lumiére, ultracentrifugation,

turbidité, microscopie de force

atomique
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3.1. Influence du pH

Le pH de la solution (polymérique) est I’un des paramétres les plus importants. Il
contrdle le degré d’ionisation des groupements des chaines latérales des protéines, mais aussi
celui des groupements carboxyliques des résidus polysaccharidiques. En considérant par
exemple un mélange composé d’une protéine et d’un polysaccharide anionique, le maximum
de coacervation sera obtenu pour des pH < pHi de la protéine qui portera alors un exces de
charges positives. Le point de neutralisation totale du nombre de charges portées par les deux
biopolymeéres correspond au pH d’équivalence électrique (EEP), pH pour lequel I’intensité
d’interaction électrostatique est maximale (Burgess, 1990). En prenant comme exemple le
systéme B-lactoglobuline/ gomme d’Acacia, il a ét¢ montré que ’EEP se situait autour d’une
valeur de pH de 4,2 (Schmitt ez al., 1999). Le rendement maximum de coacervats est obtenu
pour un ratio protéine : polysaccharide (Pr : Ps) spécifique. A un pH et une force ionique
donnés, le ratio massique Pr: Ps conditionne la neutralisation des charges entre les deux

macromolécules (Burgess, 1994 ; Xia et Dubin, 1994).

En pratique, ’EEP est généralement déterminée par mesure du potentiel zéta
(potentiel-C) des deux biopolymeéres dans une large gamme de pH et en trouvant la valeur

pour laquelle les deux valeurs de potentiel-C sont ¢gales mais de signe opposé (Noguchi, 1956
; Burgess et Carless, 1984 ; Schmitt et al.,, 1999 ; Mekhloufi et al, 2005 ; Guzey et
McClements, 2006). Une autre technique analytique, présentée sur la figure (1.5) pour le
systtme BLG / GA, consiste a suivre I'évolution de I’intensité de lumicre diffusée et de la
turbidité¢ en fonction du pH et a fixer la valeur pour laquelle le maximum de turbidité est
atteint (correspondant a la séparation de phase macroscopique) (Xia ef al., 1993 ; Weinbreck

et al., 2003 ; Mekhloufi et al., 2005).
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Figure 1.5 : Evolution de (®) la lumiére diffuse a 90° (lyy) et de (©) la turbidité (t) en fonction du pH dans des
dispersions mixtes B-lactoglobuline / gomme d’Acacia au ratio massique B-lactoglobuline : gomme d’Acacia de
2 : 1 et a la concentration totale en biopolyméres de 0,1 % (P / P). Figure insérée : évolution de (e) dlgy / dt

(coups.s™) et de (0) dt/ dt (x 10~.cm™.s™") en fonction du pH du méme systéme. Mekhloufi et al., (2005)

L’influence du pH est telle que des variations de 1’ordre de 0,5 unités pH sont
suffisantes pour que la formation de complexes soit réduite de maniere significative (Schmitt
et al., 1999). Deux valeurs de pH, pH. et pHy, ont ét¢ identifiées et correspondent a des
changements structuraux et morphologiques (Mattison et al., 1999 ; Kaibara et al., 2000 ;
Mekhloufi et al., 2005). Déterminé par une 1égére augmentation de la ’intensité lumineuse
diffusée dans la dispersion, le pH critique, pH,, correspond a la complexation primaire des
macromolécules et la formation de complexes intrapolymériques (Figure 1.6). Le pHy fait
référence a une séparation de phase a 1’échelle microscopique, conduisant a la formation de
gouttelettes coacervées (Figure 1.6). Le pHy est déterminé par une augmentation significative

de la turbidité du systéme.
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Figure 1.6: Représentation schématique de différentes étapes de complexation entre protéines et
polysaccharides de charges opposées en fonction du pH. Les cercles bleus représentent la protéine, les lignes

courbes représentent le polysaccharide. pH, : pH critique, pH, : pH de séparation de phase.

3.2. Influence de la force ionique

Le nombre d’ions présents dans un mélange de biopolymeres est un facteur tres
important affectant le phénomene de complexation car il intervient dans les composantes
entropiques et enthalpiques de 1’énergie libre de mélange (Tolstoguzov, 1997). A faible force
ionique, le nombre de charges présentes sur le biopolymere est suffisant pour qu’il y ait des
interactions ¢€lectrostatiques. La libération des contre-ions lors de la complexation entre les
macromolécules favorise le gain entropique de mélange et 1’énergie libre électrostatique. De
fortes concentrations salines produisent un effet inverse, les ions présents entrant alors en
compétition avec les macromolécules et ’attraction électrostatique entre les biopolymeres est
réduite a cause de la diminution de charge nette de ces derniers pouvant aller jusqu’a

supprimer totalement la coacervation complexe (Xia et Dubin, 1994). Cet effet est plus
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prononcé en présence d’électrolytes ou d’ions de valence supérieure a un (Burgess et al., 1991

; Tsung et Burgess, 1997).

L'effet de la force ionique sur la coacervation complexe a été précédemment décrit par
Bungenberg de Jong (1949). Il a montré que I'augmentation de la force ionique conduisait a la
suppression de la coacervation complexe dans le systéme gélatine / gomme arabique. Il a
¢galement indiqué qu’en utilisant des ions divalents, la suppression de coacervation se produit
a des valeurs de force ionique plus basses que celles des ions monovalents. Burgess et al.,
(1991) ont noté le méme effet de la force ionique sur le rendement en coacervats formés dans
le systéme sérum albumine bovin (BSA) / gomme arabique. La coacervation a été supprimée
par addition de 100 mM de NaCl. Fait intéressant, le plus haut rendement coacervat n'a pas
¢té obtenu dans un milieu exempt en sel, mais apres ajout de 10 mM de NaCl. L'explication
pourrait étre liée a I’effet salting-in sur les protéines. Cet effet pourrait favoriser 1'exposition
de nouvelles régions a la surface de la protéine au solvant, ce qui induit de nouvelles
interactions électrostatiques. L’effet « salting-in » a été repris par Seyrek et al., (2003) pour
un systéme constitué de BSA et d’un acide polyacrylique modifiée hydrophobiquement ou

encore par Wang et al., (2007) pour un systeme BSA / pectine.

Pour conclure, il faudrait rappeler que la force ionique a un effet sur le pH. et le pHy.
La tendance générale est que pour un ratio protéine : polysaccharide donné, les pH évoluent
généralement vers des valeurs plus acides afin de compenser les charges masquées par les
ions ajoutés (Grymonpré et al., 2001), cela veut dire que la densité de charge des protéines
doit étre augmentée afin d'atteindre le méme niveau de neutralisation de charge entre les
protéines et les polysaccharides. Par exemple la valeur du pHy diminue de 9 a 7 en ajoutant
200 mM de NaCl dans le systeme gélatine / k-carraghénane a un ratio massique protéine :

polysaccharide de 1:1 (Fang et al., 2006).
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3.3. Influence de la concentration totale en biopolymeére

La concentration totale en biopolymére est aussi un parametre important dans le
phénomene de complexation. Une concentration totale dépassant un seuil critique peut
engendrer la suppression de la coacervation. Le systeme n’évolue plus vers une séparation de
phase associative mais ségrégative (Tolstoguzov, 1986). En étudiant différents systémes
ternaires eau/protéine/polysaccharide, Tolstoguzov (1986) démontra qu’il n’était pas possible
de former des coacervats a des concentrations totales supérieures a 4 % (p / p). Il devient
thermodynamiquement inutile de former une phase concentrée en biopolymeéres si cette
concentration est déja obtenue avant séparation de phase. Cette valeur devrait sans doute étre

réévaluée en fonction des conditions physicochimiques du systéme.

3.4. Influence de la densité de charge des macromolécules

La densité de charge est un facteur essentiel dans le phénomene de séparation de
phase. Il est défini comme étant le nombre de charges par unité de longueur présentes sur le
biopolymeére. La charge résiduelle nette influence la solubilité des complexes obtenus. Une
faible densité de charges inhibe la formation des complexes (I’interaction électrostatique
n’intervient pas), alors qu’une forte densité peut induire une précipitation ou une gélification
(Wang et al., 1999). Les complexes sont solubles lorsque la charge d’une des macromolécules
en exces permet d’interagir avec le solvant. Les complexes sont insolubles lorsque les charges

des macromolécules sont opposées et €gales en nombre.
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3.5. Influence de la masse moléculaire des biopolyméres

L’effet de la masse moléculaire des biopolymeéres sur la séparation de phase d’un
systéme ternaire intervient au niveau du volume occupé par les molécules. Cette séparation de
phase est obtenue plus facilement lorsque la masse moléculaire des biopolymeres est grande.
Toutefois, afin de tenir compte de I’influence de ce parametre, deux cas limites sont proposés
(Veis et al., 1967). Si la masse moléculaire des biopolymeres est trop faible, 1’interaction se
fera plutdt par simple pontage ionique plutot que par formation de complexes €lectrostatiques
intermoléculaires. Au contraire, si les masses moléculaires sont trop ¢€levées, 1’interaction

conduira a la formation de précipités plutdt que de coacervats.

D’autres paramétres, qualifiés de physiques, peuvent également controler la formation
des complexes en agissant soit directement sur les macromolécules, soit sur les complexes ou
enfin sur les coacervats obtenus. Ils englobent les traitements mécaniques (cisaillement, temps

de cisaillement, pression) et thermiques (Schmitt ef al., 1998 ; Sanchez et al., 2001).

4. Intérét des complexes protéines-polysaccharides

La complexation entre protéines et polysaccharides est un moyen d’améliorer les
propriétés fonctionnelles de chaque biopolymere. Ces propriétés peuvent étre modulées en
controlant les conditions physico-chimiques de formation des complexes (pH, force ionique,
température...). Ces propriétés (hydratation, structures, et interfaces) sont connues et certaines

applications industrielles en découlent (Tableau 1.1).

Les complexes protéines-polysaccharides sont utilisés en industrie alimentaire,
pharmaceutique, cosmétique, dans les biotechnologies et en médecine. La complexation entre

protéines et polysaccharides peut €tre appliquée dans la purification des molécules et en
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particulier des protéines. Montilla et al., (2007) ont montré qu’il était possible de récupérer
jusqu’a 90 % de la PB-lactoglobuline contenue dans du lactosérum de fromage par
complexation avec du chitosane. La formation de complexes peut étre utile dans
I’encapsulation de molécules actives sensibles a différent stress externes (pH, température,
oxygene...) (Tableau 1.1). Oliveira et al., (2007) ont, par exemple, évalué la résistance des
microcapsules contenant Bifidobacterium lactis et Lactobacillus acidophilus au séchage, au
stockage (120 jours, entre 7 et 37 °C) et leur tolérance, in vitro, aux pH acides (pH 1,0 et 3,0).
Les microcapsules étaient produites par coacervation complexe en utilisant un systéme
caséine / pectine. Le procédé utilisé a été efficace pour la protection des micro-organismes,
mais Bifidobacterium lactis microencapsulés n’étaient plus viables a la fin du stockage.
L’encapsulation permet également d’assurer une libération controlée d’ardmes avant ou
pendant la consommation de certains aliments ou méme de masquer le mauvais gout de
certains matériaux biologiquement actifs (Gouin, 2004). Les complexes protéines /
polysaccharides sont aussi utilisés en industrie alimentaire afin d’améliorer et de stabiliser
(gélifiants, texturants, stabilisation des interfaces) les formulations alimentaires. Il a d’ailleurs
¢té montré qu’il était possible d’obtenir des thermogels possédant une large gamme de
textures par formation de complexes entre de la B-lactoglobuline ou de 1’a-lactalbumine et de

la carboxymethylcellulose (Capitani ef al., 2007).

Parmi les domaines importants impliquant 1’utilisation de complexes protéines /
polysaccharides, il y a celui de la syntheése de biomatériaux. En effet, ces biopolymeres sont
utilisés comme biomatériaux ou matrices en ingénierie tissulaire. Cela permet le contrdle de la
structure et de la morphologie de ces matériaux (Velema et Kaplan, 2006). Quelques
exemples d’applications industrielles des complexes protéines-polysaccharides sont présentés

dans le tableau 1.2.
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Tableau 1.2 : Exemples d’application des complexes protéines-polysaccharides.

Complexes protéine- Utilisations Domaines Références
polysaccharide d’application
Collagéne / Gomme Biomatériel Médical, (Easton et Gorham, 1986)
xanthane, Alginate pharmacie
Collagene / Derme artificiel Médical (Ellis et Yannas, 1996)
Glycoaminoglycane
Gélatine / Gomme Encapsulation de Pharmacie (Palmieri et al., 1999)
d’Acacia méthoxybutropate (anti-
inflammatoire)
Immunoglobuline / Purification des Alimentaire (Chang et al., 2000)
Alginate, Cellulose, immunoglobulines du jaune d’ceuf
Pectine
Lactosérum / Gomme Substitut de matiéres grasses Alimentaire (Laneuville et al., 2005)
xanthane (gélifiant, texturant)
Gélatine / Gomme Encapsulation d’huiles essentielles  Alimentaire, (Yeo et al., 2005)
d’Acacia cosmétique
Gélatine / Gomme Encapsulation (probiotiques) Alimentaire (Anal et Singh, 2007)
gellane
Protéines du lactosérum /  Encapsulation de vitamine B1 Alimentaire (Benichou et al., 2007)
Gomme xanthane
B-lactoglobuline / Purification de la B-lactoglobuline  Alimentaire (Montilla et al., 2007)
Chitosane
Caséine / Pectine Encapsulation de Bifidobacterium  Alimentaire (Oliveira et al., 2007)
lactis et de Lactobacillus
acidophilus
B-lactoglobuline / Pectine  Encapsulation de I’acide Alimentaire (Zimet et Livney, 2009)

docosahexaénoique (DHA)
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5. Généralités sur les flavonoides

5.1. Structure et classification des flavonoides

Plus de 4000 types de flavonoides ont été identifiés dans la nature. Ce sont des
substances naturelles issues des plantes présentes dans tout le régne végétal et leur
concentration dépend du niveau et des conditions de croissance des plantes ainsi que de leur
maturité (Cao et al., 1996 ; Cook et Samman, 1996 ; Di Carlo et al., 1999). Les flavonoides
sont rares chez les végétaux inférieurs. De plus, leur localisation au sein de la plante est
caractéristique. En effet, les flavonoides se répartissent dans les organes aériens jeunes
(jeunes feuilles, boutons floraux) ou ils sont localisés dans les tissus superficiels (assise
palissadique). Ils se répartissent aussi dans les racines (Milan, 2004b). Ces molécules
appartiennent au vaste groupe des polyphénols. Elles constituent un groupe d’antioxydants
naturels qui présentent un intérét de plus en plus important grace a leurs propriétés anti-
inflammatoires, anti-allergiques, anti-virales, anti-microbiennes, anti-tumorales et

vasorelaxatrices (Makris et Rossiter, 2000).

Les flavonoides, présents dans la plupart des fruits et des légumes, comptent parmi les
composés phytochimiques d'importance de notre alimentation (Surh, 2003). Ces molécules
sont constituées de deux noyaux benzenes (A et B) connectés par un noyau pyréne contenant
un oxygene (C) (Figure 1.7). Les flavonoides possédant un groupe hydroxyle en position C-3
du noyau C sont classifiés en tant que 3-hydroxyflavonoides (famille comprenant les sous-
classes des flavonols, anthocyanes, leucoanthocyanes et catéchines), tandis que ceux ne la
possédant pas sont classifiés en tant que 3-désoxytlavonoides (famille comprenant les sous-
classes des flavanones et flavones) (Figure 1.7). A 1'exception de ces deux familles, le noyau

B des isoflavonoides est li¢ au noyau C en C-3 plutot qu'en C-2, faisant des isoflavonoides
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une catégorie a part. Il est intéressant de souligner que les anthocyanes et les catéchines ne

possédent pas de groupement carbonyle en position C-4 (Erlund, 2004).

Les flavonoides se subdivisent en différentes classes en fonction de la nature du cycle
C et de son degré d’insaturation et d’oxydation (Aherne et O'Brien, 2002). Par ailleurs, au
sein d’'une méme sous-classe, les possibilités de substitution des cycles A et B sont multiples :
onze carbones du squelette flavonoide peuvent porter un substituant de type hydroxyle,
méthoxyle, méthyle, isoprényle ou benzyle. Chaque groupement hydroxyle, ainsi que certains
carbones, peuvent étre conjugués avec un sucre. Enfin, le glycoside correspondant peut étre
acylé a partir d’un acide phénolique ou aliphatique (Harborne et Williams, 2001 ; Li ef al.,

2001 ; Williams et Grayer, 2004).

Figure 1.7 : Squelette de base des flavonoides (Cook et Samman, 1996).

Majoritairement présents dans les plantes sous forme glycosylée, les flavonoides sont
rarement retrouvés sous la forme aglycone (exempte d'un groupement saccharide). Au moins

huit types de monosaccharides ou combinaisons de ceux-ci (disaccharides ou trisaccharides)
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peuvent se lier aux différents groupes hydroxyles libres sous la forme aglycone des
flavonoides. Ces combinaisons ont pour conséquence la création d'une trés grande possibilité
de flavonoides. Généralement, les flavonoides se retrouvent sous la forme O-glycosilée ou le
sucre (dont les plus communs sont le D-glucose et le L-rhamnose) est 1i¢ au groupement

hydroxyle en position C-3 ou C-7 (Erlund, 2004).

Les flavonoides existent sous différentes classes et ceci en fonction du degré

d’oxydation et d’insaturation du cycle C (Figure 1.8), a savoir :

- les chalcones (1,3-diphényl-prop-2-én-1-one) : davidigénine, nubigénole,

- les aurones (benzo-furone) : leptosidine, maritimétine,

- les flavanones (2-phényl-2,3-dihydrochromone) : hespéritine, naringénine, eriodictyole,
- les dihydroflavonols (2-phényl-3-hydroxy-2,3-dihydrochromone) : taxifoline, fusetine,
- les flavones (2-phénylchromone) : apigénine, chrysine, lutéoline,

- les flavonols (2-phényl-3-hydroxychromone) : quercétine, myricétine, kamphérole,

- les anthocyanes (2-phényl-1-benzopyrilium) : pelargonine, delphinidine, cyanidine,

- les isoflavones (3-phénylchromone) : daidzein, genistein,

- les flavanols (2-phényl -3-hydroxychromane) : catéchine, gallocatéchin.
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Chalcones Aurones Flavanones
. Substitution Substitution Substitution
Flavonoide Flavonoide Flavonoide
2 3 4 5 6 4 4 6 7 3 4 5 5 6 7 R 5
Davidigénine | OH OH OH Leptosidine OH OMeOH OH Eriodictyol | OH OH OH OH
Asebogénine | OH OMe OH OH Maritimétine OH OH OH OH Hesperitine | OH OH OH OMe
Naringénine | OH OH OH
3 3 3
4' 4' 4'
5 O 5 O !
7 7 5
H
5 5 0
O o
Dihydroflavonols Flavones Flavonols
Substitution Substitution Substitution
Flavonoide Flavonoide Flavonoide
5 6 7 3y 4 5 5 6 7 R 5 5 6 7 3y 4 5
Taxifoline | OH OH OH OH Apigénine | OH OH OH Kamphérole | OH OH OH
Fusetine OH OH OH Chrysine OH Myricétine | OH OH OH OH OH
Lutéoline OH OH OH OH Quercétine | OH OH OH OH
3' 3'
4 4'
0] { \
7 A S 5
g OH
Isoflavones Anthocyanes Flavanols
Substitution 5 Substitution Substitution
Flavonoide Flavonoide Fla id
5 6 7 R 5 3 5 7 Yy 4 3 5 6 7 Yy 4 5
Daidzeine OH OH Pelargonidine | OH OH OH OH Catéchine OH OH OH OH
Génisteine | OH OH OH Cyanidine OH OH OH OH OH Gallocatéchine | OH OH OH OH OH
Delphinidine | OH OH OH OH OH OH

Figure 1.8 : Les différentes classes de flavonoides (Bohm, 1998 ; Birt et al., 2001 ; Pereira et al., 1998)

Les flavonols sont les flavonoides les plus répandus dans la diete et sont reconnus pour
leurs propriétés anticancéreuses ainsi que pour leur vaste gamme d'effets biologiques et
pharmacologiques (Middleton Jr et al., 2000). Les représentants principaux sont le

kaempférol, la myricétine et la quercétine, cette dernicre est la plus abondante des
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bioflavonoides, étant présente en bonne quantité dans les aliments d'origine végétale
consommés quotidiennement par I’homme (oignon, pomme, thé, brocoli et vin rouge) (Kaldas
et al., 2005). La quercétine peut également étre retrouvée sous forme glycosylée, par exemple
en tant que quercitrine (quercétine-3-O-a-rhamnoside) ou que rutine (quercétine-3-
rhamnoglucoside), cette derniére forme étant la plus répandue. Tout dépendant de la source, la
quercétine peut se retrouver sous la forme d'un glucoside (oignons), d'un galactoside

(pommes) ou encore d'un arabinoside (baies) (Erlund, 2004).

5.2. Propriétés physico-chimiques et biologiques des flavonoides

5.2.1. Solubilité et stabilité des flavonoides

Selon la structure des flavonoides, différentes interactions peuvent se développer en

présence d’un solvant (Mompon et al., 1996):

e des interactions de type hydrophobe avec les solvants apolaires concernant les cycles
aromatiques (A et B) et les substituants carbonés aliphatiques ;

e des interactions dipolaires entre les solvants polaires et les groupes fonctionnels des
flavonoides (carbonyle, €ther, ester et hydroxyle) ;

e des liaisons hydrogeénes entre le solvant (eau, alcool ou amine) et les divers groupes

donneurs ou accepteurs de ce type de liaison présent sur le flavonoide ;

Il a été rapporté que le facteur principal influengant la solubilité de la flavone dans
I’éthanol est sa capacité a former des liaisons hydrogénes avec le solvant (Saidman et al.,
2002). L’utilité et le potentiel bénéfique des flavonoides sont limités par leur tres faible

solubilit¢ dans 1’eau (Calabro et al., 2004 ; Tommasini et al., 2004). Les différences
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structurales au sein d’'une méme famille sont tellement importantes qu’il est difficile d’estimer
la solubilité¢ d’un composé dans un solvant. Toutefois, la solubilité¢ des flavonoides dans I’eau
et dans les solvants trés apolaires dépend du pH mais reste faible (Abou El Hassan et al.,

2000).

Tommasini et a/ (2004) ont étudié la solubilité¢ de la naringénine en milieu aqueux a
pH 4,0 et 8,0. Ils ont montré que la solubilité de la naringénine est nettement plus ¢élevée a pH
8,0 qu’a pH 4,0 et la méme tendance en présence de B-cyclodextrine a été observée. D’autre
part, la solubilité¢ de la rutine, de la naringine et de la quercétine dans I’eau a 20 °C est
respectivement de I’ordre de 125 mg.I", 500 mg.1" et < 10 mg.I" (Pulley, 1936 ; Calias et al.,
1996). La solubilité de la néohespéridine dihydrochalcone a été évaluée dans différents
mélanges eau/éthanol. La solubilité de ce composé a 20 °C dans I’eau, 1’éthanol et le mélange
eau/€thanol (1/1) est respectivement de 0,4 g.l'l, de 12 g.l'1 et de 123 g.l'1 (Benavente-Garcia
etal.,2001).

Cette faible solubilité dans des phases aqueuses et lipophiles est contraignante pour la
formulation de produit. Toutefois, la métabolisation (hydrolyse de la partie glycosylée,
sulfatation, glucuronisation) de ces composés par les cellules de I’intestin permettent leur

absorption par I’organisme (Bokkenheuser et al., 1987 ; Walle, 2004 ; Kay et al., 2009).

Pour pallier a ces problémes de solubilité, différentes techniques ont été utilisées ayant
pour but de modifier la structure de ces molécules comme 1’acylation (Chebil et al., 2006 ;
Viskupiccova et al., 2009) et la glycosylation (Falcimaigne, 2004) ou I’ajout d’agents

stabilisant comme les cyclodextrines (Schwingel ef al., 2008 ; Ribeiro et al., 2009) :

50



Chapitre |

la glycosylation de la naringine par du maltotriose, en présence de I’amylase
maltogenique de Bacillus stearothermophilus, a permis 1’augmentation de sa solubilité

dans I’eau de 250 fois (Lee ef al., 1999).

la complexation de la naringenine et de 1’hespéretine avec de la B-cyclodextrine a
permis d’augmenter leur solubilité dans des milieux hydrophiles a différents pH

(Tommasini et al., 2004).

I’acylation par des acides gras ou aliphatiques substitués avec un groupement polaire
(sucre, phosphate, carboxylate) a permis d’améliorer la solubilité respectivement dans
des phases lipophiles ou en milieu aqueux. Le succinate de quercétine (2-
phosphonomyo- inositol) (Calias ef al., 1996), I’acétate de quercétine et le propionate
de quercétine (Saija et al., 2003) ont une solubilit¢ dans I’eau respectivement 15000
fois, 500 fois et 12 fois plus importante que la quercétine. Cependant, Perrier et al.
(1998) et Sakai et al. (1994) ont observé, respectivement, une augmentation de la
solubilité de I’hespéretine et de la catéchine dans les phases grices aprés acylation par

des acides gras.

la polymérisation de la rutine a permis d’augmenter sa solubilité dans 1’eau (Kurisawa

et al.,2003).

L’encapsulation par des biopolymeéres pourrait aussi étre une bonne alternative (Anal et

Singh, 2007 ; Oliveira et al., 2007). Ils ont une capacité a enfermer des particules hydrophiles

et hydrophobes, ce qui est trés prometteur pour différentes applications (Renard et al., 2002).

La coacervation complexe est par exemple une méthode bien établie pour 1’encapsulation.
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Elle est utilisée en industrie alimentaire afin de masquer le mauvais gott ou éviter 1’oxydation
y

de certains ingrédients (Lamprecht et al., 2000 ; Anal et Singh, 2007).

La stabilit¢ des flavonoides est influencée par la lumiére, le pH, la température, la
nature du solvant la présence ou I’absence d’ions métalliques et d’oxydant. Les flavonoides
¢tant des molécules trés réactives, ils sont plus ou moins sensibles a ces facteurs selon leur
structure. Une ¢lévation de la température, du pH et la présence d’ions métalliques favorisent
la dégradation des flavonoides. En effet, leur stabilité est plus faible a des valeurs de pH
basiques en raison d’une augmentation de 1’oxydation de ces molécules (Neilson et al., 2007).
Par exemple, la trés faible bio-disponibilité des anthocyanes peut étre attribuée, au moins
partiellement, a la trés forte instabilité¢ de ses molécules dans le milieu alcalin de l'intestin
gréle (pH = 8) (Pérez-Vicente et al., 2002). Différents travaux menés in vifro ont montrés que
les catéchines, flavonoides de la famille des flavanols, sont stables en milieu acide mais
fortement dégradées dans des milieux a pH plus ou moins neutres (intestin, plasma, bile ou

milieux de culture) (Hou ef al., 2005 ; Sang et al., 2005 ; Green et al., 2007).

La nature du solvant affecte le mécanisme de dégradation des flavonoides. Une étude
concernant 1’effet des solvants sur la capacité anti-oxydante de la quercétine a montré que le
maximum d’activité était observé, dans 1’ordre, dans : éthanol > méthanol > mélange éthanol-
eau (1: 9) (Pinelo et al., 2004). De méme, Tommasini et al. (2004) ont rapporté, lors de
I’é¢tude de la photostabilit¢ du 3-hydroxyflavone, I’existence de voies de dégradation
différentes selon la nature du solvant avec une amélioration de la stabilité en présence de

cyclodextrines.

Des pigments naturels comme les flavonoides glycosylés et les anthocyanes sont

présents sous une forme acylés avec des acides aromatiques. Certaines activités biologiques
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des plantes telles que la résistance aux rayons UV est due a I’existence de ces flavonoides
glycosylés dans les tissus cellulaires. Cette stabilité est attribuée aux interactions hydrophobes
intra et inter-moléculaires induites par I’acylation (Nakajima et al., 1999). L’acylation des
flavonoides améliore la stabilité vis-a-vis de la température, de la lumicre et du pH (Nakajima
et al., 1999 ; Ishihara et Nakajima, 2003). Cet effet a été observé pour des flavonols et des
flavones a la fois glycosylées et aglycones (Ishihara et Nakajima, 2003). L’effet de I’acylation
par des acides aromatiques sur la stabilité a été attribué a des interactions de type hydrophobe
intra et/ou intermoléculaire entre la partie génine du flavonoide et la partie acyle (Ishihara et

Nakajima, 2003).

L’absence d’un groupe hydroxyle libre en position 3 sur les flavones a un effet positif
sur la stabilité en particulier a la lumiere. Les flavones et les flavonols glycosylés en position

3 sont moins réactifs (Ishihara et Nakajima, 2003 ; Falcimaigne, 2004).

5.2.2. Propriétés biologiques des flavonoides

De nombreuses activités biologiques des flavonoides ont été décrites dans la littérature
telles que des propriétés photoprotectrices (Otto ef al., 2001 ; Suk et al., 2005), antivirales
(Formica, 1995 ; Ramadan et Selim Asker, 2009), anti-carcinogenes (Lin et al., 2008),
antibactériennes (Alcaraz et al., 2000 ; Syuichi et al., 2006), anti-inflammatoires (Formica,

1995 ; Paoletti et al., 2009) et antioxydantes (Sakai ef al., 1994 ; Chen et al., 1999).

Les flavonoides sont des antioxydants naturels. Ce sont des piégeurs efficaces des
radicaux hydroxyles et peroxydes, particulierement impliqués dans la peroxydation lipidique.
L’inhibition de cette derniére est un élément important pour la protection des membranes

cellulaires (Bouhamidi et al., 1998 ; Lahouel et al., 2004 ; Milan, 2004a).
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De nombreux travaux (Da Silva Emim et al., 1994 ; Formica, 1995 ; Guardia et al.,
2001 ; Rao et al., 2005 ; Lin et al., 2008) semblent indiquer que les flavonoides possédent des
propriétés anti-inflammatoires. En effet, ce sont de puissants inhibiteurs de la prolifération des
lymphocytes. Dans leur étude sur les propriétés anti-inflammatoires des flavonoides, Guardia

et al., (2001) ont montré que la rutine était trés efficace pour la réduction des cedémes.

Les flavonoides sont décrits pour leur activité protectrice contre les radiations UV. Ils
peuvent prévenir ou diminuer les dommages de la peau induits par le stress oxydant en
particulier celui provoqué par des radiations UV en modulant la réponse cellulaire et en

piégeant les especes radicalaires oxygénées (Zhai et Maibach, 2002).

Les différents composés flavonoides sont reconnus comme étant des inhibiteurs
particulierement efficaces d'une vaste gamme de récepteurs a tyrosine kinase (Chen et Zhang,
2003 ; Adhami et al., 2004 ; Sah et al., 2004) a la fois in vitro ou in vivo, soulignant que ces
composé€s pourraient jouer un role important dans la prévention du cancer (Surh, 2003). Parmi
ceux-ci, les flavonols sont une sous-classe particulicrement intéressante. En effet, des études
épidémiologique ont démontré une association entre une faible incidence de cancer du sein et
du poumon chez les individus ayant une consommation élevée en quercétine, et une faible
incidence de cancer de la prostate chez ceux consommant beaucoup de myricétine (Knekt et
al., 2002 ; Nichenametla et al., 2006).

Malgré le fait que la quercétine ait probablement été I'un des premiers inhibiteurs a tyrosine
kinase a avoir été décrit, les mécanismes d'action en cause dans la prévention du cancer par la
quercétine et les autres flavonols sont généralement liés au potentiel antioxydant de ceux-ci
ou encore a leur effet sur le cycle, la croissance et la mort cellulaire (Nichenametla et al.,
2006 ; Murakami et al., 2008). Le tableau 1.3 récapitule quelques exemples d’application des

flavonoides.
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Tableau 1.4 : Exemples de propriétés biologiques de flavonoides et de leurs esters

Applications et propriétés pharmaceutiques

propriétés

flavonoides

références

Traitement de I’hypercholestérolémie

Inhibition de la lipoperoxydation

Protection des cartilages, inhibition de la
dégradation du protéoglycane, traitement pour

I’arthropathie

Anti-inflammatoire, anti-tumeur, anti-virale

Prévention du cancer et des maladies cardio-

vasculaires

Activité anti-bactérienne

Activité anti-HIV

Anti-inflammatoire

Antiradicalaire, traitement d’anomalies

thrombotiques et artérioscléreuses

Activité anti-angiogénique

Anti-bactérienne, traitement pour glucosidase

Activité anti-métastatique (réduction de la

prolifération cellulaire)

Anti-inflammatoire, prévention du cancer,

anti-allergique

Prévention du cancer

Anti-inflammatoire, protection vasculaire

Activités anti-bactérienne et anti-virale

Hespéridine octonicotinoate

Esters de cyanidan-3-ol

Esters d’esculétine et d’acide gras

Quercétine

4-0XO-flavonoides

Flavones, flavanones, chalcones

Flavone, flavanone

Rutine, quercétine, hesperidine

Propionyl L-carnitine, quercétine,

rutine

Quercétine, isoquercitrine, rutine

Eridictyol / diosmetine

Hésperidine, naringénine

Lutéoline

Cyanidine-3-glucoside

8-prénylnaringénine et 8-

prénylapigénine

Quercétine

(Leroi, 1973)

(Albert et al., 1977)

(Watanabe ef al., 1993)

(Formica, 1995)

(Manach et al., 1996)

(Alcaraz et al., 2000)

(Mantas et al., 2000)

(Guardia et al., 2001)

(Cavazza, 2003)

(Matsubara et al., 2004)

(Syuichi et al., 2006)

(Lentini et al., 2007)

(Lin et al., 2008)

(Marczylo et al., 2009)

(Paoletti et al., 2009)

(Ramadan et Selim Asker,

2009)
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Applications cosmétiques

Propriétés

Flavonoides

Références

Inhibition de la tyrosinase, suppression de la

formation de mélanine, anti-UV

Activité antiradicalaire, traitement du

vieillissement cutané

Effet anti-dge (amélioration de I’¢lasticité de la

peau, antiride), antiradicalaire, amincissement

Réduction de la formation de dimers de
pyrimidine induite par les UVB dans I'épiderme

et le derme

Activité de photoprotection et d’activation de la

synthése de collagéne

Photoprotection UV, prévient le photo-

viellissement de la peau

Modification de 1’état des cellules endogénes de

la peau

Résistance a I’oxygene et a la lumiére pour des

préparations cosmétiques

Esters de quercétine et d’acide gras

Microcapsules de flavonoides

Esters de flavonoides et d’acide gras

Epicatéchine, epigallocatéchine,

Esters de flavones et isoflavones et
d’acides aromatiques et d’acides gras

polyinsaturés

Génistéine

Flavonoides aglycones et glycosylés

Gallate d’épicatéchine

(Gorou, 1983)

(Levy et Andry, 1994)

(Perrier et al., 1998)

(Katiyar et al., 2000)

(Otto et al., 2001)

(Kang et al., 2003)

(Amalia, 2004)

(Suk et al., 2005)

Applications agro-alimentaires

Propriétés

Flavonoides

Références

Compléments diététiques (boissons, produits
laitiers et dérivés, confiserie), conservation des

aliments

Antioxydant alimentaire

Antioxydant alimentaire

Antioxydant pour les huiles

Peresters de catéchine et d’acide gras

Esters de catéchine et d’acides gras

Esters de flavanones et d’acides gras

et aromatiques

Polyphénols du thé acylés par des

acides gras

(Vercauteren et al., 1993)

(Sakai et al., 1994)

(Bok et al., 2001)

(Chen et al., 1999)
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5.2.3. Biodisponibilité des flavonoides

Les flavonoides présentent des propriétés biologiques et antioxydantes bénéfiques.
Cependant, leur qualité nutritionnelle et leurs effets systémiques dépendent de leur absorption
et leu métabolisation au niveau du tractus digestif. Leur capacité a interagir avec les
membranes biologiques ainsi qu’a réagir avec des protéines et des substances sécrétées par la
cellule dans I’environnement de la paroi cellulaire, c'est-a-dire a une interface eau-lipide. En
effet, la forme bioactive du flavonoide in vivo n’est donc pas nécessairement la forme
phytochimique naturelle. Lors de 1’absorption des flavonoides par I’intestin, la premiére phase
de métabolisation correspond a déglycosylation par hydrolyse, puis I’aglycone résultant
(quercétine, hespéritine, naringénine, épicatéchine) est ensuite glucuronylé, sulphaté ou O-

méthylé (Falcimaigne, 2004 ; Walle, 2004).

Peu d’études systématiques ont ét€¢ menées sur ’homme. Toutefois, d’apres les
expériences menées sur les flavonoides provenant de 1’alimentation, il apparait que leur
absorption est faible et implique des mécanismes encore mal connus (Manach et al., 1996 ;
Hollman et al., 1997). Seuls les flavonoides aglycones sont supposés étre absorbables au
niveau intestinal contrairement aux flavonoides glycosylés tels que la rutine. En effet, la partie
glycosylée augmente 1’hydrophilie et rend ainsi leur passage trés difficile du flavonoide a
travers les phospholipides des membranes cellulaires. Les flavonoides glycosylés doivent
subir ’hydrolyse de leur liaison osidique par I’action des entérobactéries de la microflore
intestinale (Murota et Terao, 2003).

La rutine est difficilement absorbée chez les rats comparativement a la quercétine aglycone
(Crespy et al., 1999). En ce qui concerne la quercétine glycosylée, elle est convertie en sa
forme aglycone avant son passage au niveau intestinal. Cependant, d’autres travaux ont

montré que la quercétine 3-O-B-glucoside était mieux absorbée que la quercétine aglycone, la
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rutine ou la quercétine 3-O-B-rhamnoside (Morand et al, 2000). En conclusion, la
biodisponibilité de la quercétine glycosylée dépend alors de la nature de la partie osidique liée

a son groupement phénolique.
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Chapitre 2 : Préparation et caractérisation de nanoparticules a
base de quercétine et de gomme d’Acacia

1. Introduction

La quercétine, 3,3°,4°,5-7-pentahydroxyflavonone (Figure 2.1) est un flavonoide de la
famille des flavonols, composés naturels présents dans une large variété d’aliments
consommés quotidiennement par 1I’Homme (Kaldas et al, 2005). Elle est la plus
représentative de cette famille de composés et intervient dans 1’ensemble des processus
biologiques et pharmacologiques associés aux flavonoides (Formica, 1995 ; Zheng et al.,
2005 ; Schaab et al., 2006). Elle présente diverses activités biologiques intéressantes et joue
notamment un role dans les processus de métabolisation de 1’oxygéne moléculaire et du

monoxyde d’azote, ainsi que dans la neutralisation de différents radicaux.

OH
OH

HO @)

OH
OH O

Figure 2.1: Structure chimique de la quercétine 3,3”,4°,5-7-pentahydroxyflavonone (Wu et al., 2008).

La quercétine a été largement étudiée pour ses effets pharmacologiques concernant ses
activités anti-tumorales (Kanadaswami et al., 2005), anti-inflammatoires (Comalada et al.,
2005), anti-oxydantes (Erden Inal et Kahraman, 2000), et hépato-protectives (Lee et al.,

2003). En dépit de ce large éventail de propriétés pharmacologiques, l'utilisation de la
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quercétine dans le domaine pharmaceutique est limitée par sa faible solubilité¢ (Pralhad et
Rajendrakumar, 2004). En outre, elle est chimiquement instable, en particulier en milieu
alcalin, ce qui peut impliquer l'attaque des ions hydroxyles se trouvant sur le cycle C de la

quercétine (Makris et Rossiter, 2000).

Des travaux ont été effectués afin d’améliorer la solubilité de la quercétine en ajoutant
du diméthylsulfoxyde (DMSO) (Ader et al., 2000) dont 1’utilisation est discutable en raison
du risque d’effets vasoconstricteurs et de toxicité neurologique (Windrum et al., 2005). Pour
tenter de remédier a ce probléme, un dérivé soluble de la quercétine a été synthétisé mais sa
biodisponibilité n’était que de 20 % (Mulholland et al., 2001). Diverses techniques ont aussi
été utilisées afin d’accroitre la solubilité de la quercétine comme la complexation avec la
cyclodextrine et les liposomes de polyéthylene glycol (Pralhad et Rajendrakumar, 2004 ;
Yuan et al., 2006). Néanmoins, 1’utilisation de la cyclodextrine présente des risques de
néphrotoxicité (Frijlink et al., 1991) et I'utilisation de liposomes peut induire des problémes

de stabilité lors du stockage (Mu et Zhong, 2006).

Au cours des dernieres années, d'importants efforts ont ¢été consacrés au
développement des nanotechnologies comme moyen d'administration de molécules d’intérét.
Les nanotechnologies se focalisent sur 1'élaboration de nano-composites biocompatibles tels
que les nanoparticules, les nano-capsules et les systémes micellaires et conjugués (Panyam et
Labhasetwar, 2003). Ce sont des particules colloidales de taille submicronique comprenant
des molécules d’intérét encapsulées ou adsorbées sur une matrice polymérique (Labhasetwar,
1997). Leur taille submicronique offre un certain nombre d'avantages par rapport aux
microparticules. En effet, cela permet d’augmenter la surface spécifique des particules.

Différents travaux ont montré 1’amélioration de 1’absorption au niveau du tractus gastro-
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intestinal et de la biodisponibilité de certaines molécules actives hydrophobes (Atkinson et

al., 1962 ; Jani et al., 1990 ; Kamiya et al., 20006).

L’absorption intracellulaire des nanoparticules est en général relativement élevée par
rapport a celle des microparticules (Desai ef al., 1996 ; Desai et al., 1997 ; Kroll et al., 1998 ;
Panyam et Labhasetwar, 2003). Des études ont montré que la taille des particules affecte de
manicre significative l'absorption cellulaire et tissulaire (Desai et al., 1996 ; Desai et al.,
1997). En plus, pour certaines lignées de cellules (Hepa 1-6, HepG2, et KLN 205), seule les
particules de taille submicronique sont efficacement prises en charge (Zauner et al., 2001).
Desai et al (1997) ont montré que pour des cellules Caco-2, une ligné cellulaire humaine
d’origine intestinale, 1’absorption de nanoparticules de 100 nm est de deux a six fois plus
¢levée que 1’absorption de microparticules (de 1 a 10 um). D'autres auteurs ont montré que les
nanoparticules peuvent traverser la barriére sang-cerveau a travers des jonctions serrées. Une
telle stratégie pourrait servir pour I’administration d’agents thérapeutiques afin de lutter

contre certaine maladies difficiles a traiter comme les tumeurs cérébrales (Kroll ef al., 1998).

En général, il est difficile de produire des nanoparticules en phase séche. Cependant,
cela s’avere possible en milieu aqueux en utilisant des procédés mécaniques (Peters et al.,
1999 ; Hu et al., 2004). L’objectif de ce travail est d’améliorer la stabilité de la quercétine en
milieu dispersé¢ et aqueux mettant au point des particules de taille submicronique
(nanoparticules) en utilisant de la gomme d’Acacia (GA), polysaccharide négativement

chargé, comme vecteur colloidal.

La gomme d’Acacia, polymeére naturel, est non seulement d’un colit raisonnable et en
quantité abondante dans la nature, mais posséde aussi d'excellentes propriétés émulsifiantes et

tensio-actives, ce qui est bénéfique pour la conception de nanoparticules. C’est I’'un des
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hydrocolloides émulsifiants les plus connus. Elle est actuellement utilisée pour ses propriétés
nutritionnelles et de surface en industrie alimentaire, dans des procédés de microencapsulation
(Burgess, 1994) ou de coacervation complexe (Burgess et Carless, 1984 ; Schmitt et al.,
1999), dans I’industrie des encres, mais également en lithographie, dans les explosifs, dans
I’industrie textile, en médecine (Al-Mosawi, 2002), en pharmaceutique ou en cosmétique. La
gomme d’Acacia ainsi que sa fraction principale (arabinogalactane) est largement utilisée
comme agent protecteur et comme stabilisant dans des systémes colloidaux. Elles est, par
exemple, souvent utilisée pour la mise au point de suspensions a base de nanoparticules de
métaux précieux (platine, palladium et argent) (Mucalo et al., 2002 ; Mohan et al., 2007 ;

Vimala et al., 2009).

Dans cette ¢étude, des nanoparticules de gomme d’Acacia-quercétine (GAQ) ont été
préparées par homogénéisation dynamique a haute pression. Les mesures du diametre
hydrodynamique (Dy) des particules ont été effectuées par diffusion dynamique de la lumiére
(DLS). Les caractéristiques de surface ont été étudiées par le suivi de 1’évolution de la
mobilité électrophorétique et en particuler, en milieu salin.

Des analyses par microscopie électronique a transmission (TEM) ont aussi été entreprises sur
la formulation sélectionnée afin d’étudier la morphologie des particules formées. L’effet des
hautes pressions sur le pouvoir antioxydant de la quercétine a été évalué par la suite par une
¢tude spectrophotométrique du piégeage de radicaux colorés tel que le 2,2-diphenyl-1-
picrylhydraxyl (DPPH) ou I’acide 2,2’—azinobis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)

(ABTS).

1.1. La gomme d’Acacia

La gomme d’Acacia est un hétéropolysaccharide de structure complexe, ramifiée et

encore mal connue avec une chaine principale formée d’unités de B-galactopyranose liées en
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1—3 et des chaines latérales de galactopyranose en position 1—6 terminées par des résidus
d’acide glucuronique ou acide 4-O-méthylglucuronique (Street et Anderson, 1983). Le
polysaccharide est composé de D-galactose (~ 40 % des résidus), de L-arabinose (~ 24 %) et
de L-rhamnose (~ 13 %) ainsi que de deux acides uroniques (qui conférent le caractére
polyanionique a la gomme) qui sont 1’acide D-glucuronique (~ 21 %) et I’acide 4-O-
méthylglucuronique (~ 2 %). La gomme d’Acacia n’est pas uniquement composée de résidus
glucidiques. Elle contient également pres de 2 % de protéine ou plus exactement de peptides.
La composition de la fraction peptidique de la gomme d’Acacia a été étudiée par
chromatographie. La composition détaillée en acide aminés est rapportée dans le tableau 2.1.

Les acides aminés les plus abondants sont I’hydroxyproline et la sérine (Renard et al., 2006).

Tableau 2.1 : Composition en acide aminés (valeurs données en Résidus / 1000 Résidus) de la gomme d’Acacia.
a: % en protéines obtenu en additionnant les acides aminés, b : % en protéines obtenu par dosage Kjeldahl.
D’aprés Renard et al., (20006).

Acides aminés résidus / 1000  Acides aminés  résidus / 1000
résidus résidus

Hyp 229 Met 0
Asx 48 Ile 33
Thr 72 Leu 68
Ser 108 Tyr 13
Glx 47 Phe 40
Pro 72 His 61
Gly 55 Lys 34
Ala 44 Arg 30
Cys (R-SH) 0 % protein” 2.3
Val 46 % protein” 2.4
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La partie polypeptidique de la gomme est liée de facon covalente a la fraction
saccharide par les résidus sérine et hydroxyproline, donnant un mélange de complexes
arabinogalactane-protéine (AGP). Chaque molécule d’arabinogalactane-protéine contient plus
de 1600 résidus d’acides aminés qui forment une chaine polypeptidique sur laquelle sont
reliés cinq résidus glucidiques ayant une masse de 2.10° g.mole”. Cet ensemble de blocs
polysaccharidiques autour de la chaine peptidique donne une structure dite « wattle-blossom »
(Figure 2.2) (Fincher et al., 1983 ; Connolly et al., 1988) et confére a la macromolécule un

caractére amphiphile favorisant ainsi son adsorption a I’interface air/eau ou huile/eau.

Blocs polysaccharidiques
arabinogalactane (masse
moléculaire ~2.10°)

Chaine polypeptidique

Figure 2.2 : Représentation schématique du modéle « wattle-blossom » de la fraction arabinogalactane-protéine

(AGP) de la gomme d’Acacia (Fincher et al., 1983).
Un modele contradictoire a prédit une conformation en chaines compactes aussi bien
pour la fraction dite arabinogalactane que pour le complexe AGP. La structure de I’ AGP

serait plutot en forme de tige, forme de corde chevelue torsadée dite « twisted hairy rope »

(Figure 2.3) (Qiet al., 1991).

Blocs polysaccharidiques
arabinogalactane (masse
moléculaire ~2.10°)

Chaine polypeptidique

Figure 2.3 : Représentation schématique du modéle «twisted hairy rope» de la fraction arabinogalactane-

protéine (AGP) de la gomme d’Acacia (Qi et al., 1991).
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L’AGP est I'une des trois principales fractions distinctement identifiées dans la
gomme d’Acacia, les deux autres étant 1’arabinogalactane (AG) et un ensemble de
glycoprotéines (GP) (Randall et al., 1988 ; Randall et al., 1989 ; Williams et al., 1990 ; Picton
et al., 2000 ; Sanchez et al., 2002). La fraction AG constitue a elle seule prés de 88 % de la
masse totale de la gomme avec un poids moléculaire de 2,86.10° g.mole”. Sa structure
tertiaire n'a jamais été étudiée. La fraction AGP représente 10,4 % de la masse totale de la
gomme d’Acacia, contenant prées de 12 % de la teneur total en protéines. Son poids
moléculaire est de 1,86.10° g.mole™ , son rayon hydrodynamique varie de 25 nm a plus de 50
nm (Picton et al., 2000). Sa teneur en protéine représente 0,35 % de la teneur totale en
protéines dans la gomme. La derniére fraction, GP, représente environ 1% de la masse totale
de la gomme et contient pres de 50 % de la teneur en protéines. Dans cette fraction, les
résidus galactose (pres de 12 % du galactose total) sont liés a un résidu de sérine.

Récemment, une étude combinant des mesures HPSEC-MALLS (High performance
size exclusion chromatography coupled on-line with multiple angle laser light scattering), de
la diffusion des neutrons aux petits angles (SANS) (couplées a des calculs ab initio), et
diverses techniques microscopiques a permis de fournir le premier modele de la fraction AG
de la gomme d'Acacia (Sanchez et al., 2008). A partir des résultats obtenus par SANS, il
semblerait que la fraction AG possede une structure a deux dimensions avec un rayon de

giration de 6,5 nm et une structure interne dense et ramifiée.
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Figure 2.4 : Différents points de vue du DAM (dummy atom model) le plus probable de la fraction
arabinogalactane (AG) obtenus en utilisant la méthode DAM implémentée dans le programme DAMMIN
(Sanchez et al., 2008).

La transformée inverse de Fourier a révélé, a partir du facteur de forme révélé par
SANS, une morphologie semblable a celle d’un disque d’un diametre de 20 nm et d’une
épaisseur inférieure a 2 nm. Les calculs ab initio sur la fonction de distribution de paires ont
mis en évidence des particules obliques poreuses, ellipsoides, aplaties aux poles et possédant
un réseau central enchevétré (Figure 2.4). Les dimensions structurales et le modele du disque
fin ont été confirmés par microscopie €lectronique a transmission (Figure 2.5) et a force

atomique.
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Figure 2.5 : (a) Micrographie TEM (Microscopie Electronique a Transmission) de la fraction arabinogalactane
(AG) de la gomme d'Acacia. (b) Micrographie Cryo-TEM de la fraction arabinogalactane de la gomme d'Acacia.

(c) Correspond a b aprés variation du contraste et application d’un filtre FFT (Fast Fourrier Transform) (Sanchez
et al.,2008).

2. Matériel et méthodes

2.1. Matériel
La gomme d’Acacia (GA) (lot no. 97 J 716) a été fournie par la société CNI (Colloides
Naturels International, Rouen, France). La poudre contenait (en g.100g™” de poudre humide) :
89,4 % de polysaccharides, 7,0 % d’humidité, 0,6 % de protéines et 3,0 % de cendres. La
composition minérale (en g.100g" de poudre) était : Mg”": 0,20 %, Ca*": 0,61 %, Na*: 0,032

%, K: 0,90 %.
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La quercétine (3,3°,4°,5,7-penthahydroxyflavonone) a été fournie par Sigma-Aldrich (pureté >

98 %)

2.2. Préparation et caractérisation de particules submicroniques a base de

quercétine et de gomme d’Acacia

2.2.1. Préparation des dispersions de gomme d’Acacia

Des dispersions de GA a 5 % (p / p) en concentration totale finale ont été préparées
par dispersion de la poudre de GA dans de ’eau ultrapure (résistivité : 18,2 m€) sous une
agitation modérée pendant 2 heures a 20 £ 1°C. Les dispersions ont été stockées sans agitation
pendant 18 heures a 4 + 1°C pour permettre une bonne réhydratation du biopolymére. Par la
suite, les dispersions ont été centrifugées a 10 000 rpm (rotor Eppendorf F36-6-38) pendant

40 minutes afin d’éliminer les bulles d’air et les particules insolubles résiduelles.

2.2.2. Préparation des particules submicroniques a base de quercétine et

de gomme d’Acacia (GAQ) par homogénéisation haute pression

Des particules de GAQ ont été obtenues par la méthode de substitution du solvant en
utilisant comme vecteur colloidal la gomme d’Acacia (GA). Une dispersion éthanol /
quercétine (2 g.I") est mélangée dans la dispersion de GA 4 5 % (p / p) et le tout a été
homogénéisé par Ultra Turrax pendant 3 minutes a 9500 rpm. Le pré-mélange obtenu a été
par la suite homogénéisé par haute pression (5 cycles a 1500 bars) a 1’aide d’un

homogénéisateur a haute-pression dynamique (Emulsiflex-C3, Avestin, Canada).

L’homogénéisateur a haute pression fonctionne selon le principe de la pompe a piston.

A la sortie du dispositif, la réduction de la taille des particules est initiée par une combinaison de
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phénomeénes de cisaillement laminaire, de turbulence et/ou de cavitation (Lander et al., 2000). Cependant, la

turbulence est probablement le facteur dominant dans la réduction du diamétre des particules (Dickinson, 1992 ;

Marie et al., 2002) Les suspensions de GAQ sont ensuite centrifugées a 4500 rpm puis
lyophilisées. Cette étape permettait de supprimer I’éthanol et de stabiliser le systeme. Des

témoins de GA et de quercétine ont été préparés suivant la méme méthode.

Différentes formulations ont été testées en variant la concentration en quercétine (0,02

%, 0,04 % et 0,06 % (p / p))-

La concentration finale en quercétine des nanoparticules de GAQ a été obtenue par
dosage sur HPLC (Shimadzu). Les mesures ont été effectuées sur la formulation retenue (§
3.2). Le dosage a été effectué¢ sur les culots obtenus apres centrifugation a 4500 rpm. Le
systeéme chromatographique se composait d’une pompe LC-10AT, d’un injecteur automatique
SIL-10AD et d’un détecteur UV SPD-MI10A (A= 254 nm). La colonne utilisée était une
Zorbax SB-C18 (250 mm x 4,6 mm i.d., 5 um) et la température €tait maintenue a 25 °C. La
phase mobile se composait de méthanol / eau (70 : 30) et les €lutions ont été réalisées en
gradient avec un débit de 1 ml.min™.

La concentration des solutions standards de quercétine variait de 0,025 & 0,200 mg.ml". La

courbe étalon obtenue était linéaire avec un R’= 0,996.

2.2.3. Mesure de la taille des particules par diffusion dynamique de la

lumiére (DLS)

Les mesures de taille des particules de GAQ et GA en solution aqueuse a 0,1 % ont été
réalisées avec un appareil de diffusion dynamique de la lumiére type Zetasizer Nano ZS

(HPPS 5001, Malvern Instruments, Angleterre) ayant une gamme de mesure de taille allant de
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0,6 nm a 6 pm. Il est équipé d’un faisceau laser de type He/Ne (puissance 4 mW) de longueur
d’onde 633 nm, d’un détecteur photodiode a avalanche, d’un photomultiplicateur et d’un
corrélateur. Des cuvettes verticales de 10 mm de trajet optique ont été utilisées comme
cellules de mesure. Les mesures ont été effectuées a un angle de diffusion de 173° et a une
température de 25 °C. Les fonctions d’autocorrélation ont été analysées par 1’algorithme
d’analyse CONTIN (modele de calcul intégré dans le logiciel Malvern) permettant de
déterminer la distribution des coefficients de diffusion translationnelle (Dr). Le coefficient de
diffusion Dt (m”.s™) est reli¢ au rayon hydrodynamique (Ry) des particules qui diffusent selon
la relation de Stokes-Einstein:
KgT

Dy = 6T, Z.1)

avec 1 la viscosité du solvant (Pa.s), kg la constante de Boltzmann (1,38 x 102 N.mk')et T
la température absolue (°K). Les résultats obtenus par I’algorithme CONTIN permettent de
déterminer les distributions de Ry (m) et I’amplitude respective de chaque population de

particules. Les résultats sont présentés en diametre hydrodynamique (Dy).

2.2.4. Mesures du potentiel Zéta et de la mobilité électrophorétique des

particules

Les mesures de mobilité €électrophorétique de GAQ et GA en solution aqueuse a 0,1 %
ont été realisées sur un Zetasizer Nano ZS (HPPS 5001, Malvern Instruments, Angleterre)
équipé d’un faisceau laser de type He/Ne (puissance 4 mW) de longueur d’onde 633 nm. Les
mesures de mobilité électrophorétique sont alors effectuées par Electrophorese Laser Doppler
(ELD). Le principe de I’ELD est de provoquer la migration des particules d’un échantillon

contenu dans la cellule de mesure en appliquant un champ ¢lectrique. Les particules sont en
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mouvement dans un réseau d’interférences générées par le croisement de deux faisceaux laser.
La vitesse de déplacement des particules (vélocité) est ainsi évaluée par mesure de fluctuation
temporelle de [D’intensité diffusée par les particules en mouvement. La mobilité
¢lectrophorétique est calculée a partir de la vitesse des particules en appliquant la théorie de

von Smoluchowski modifiée par Henry (Hunter, 1986) selon I’équation (2.2) :

.H'E:vf[E Z.2)

ol v est la vitesse des particules (um.s'), E le champ électrique appliqué par unité de
longueur (V.cm™) et ug la mobilité électrophorétique (um.cm.s™. V™', abrégé dans la suite du
texte par e.m.u. pour unité de mesure électrophorétique). L’appareil a d’abord été étalonné
avec une solution standard DTS005 de latex (potentiel Zéta de -50 mV). Les mesures ont été

effectuées a une température de 25 °C.

La mobilité électrophorétique d’une particule est considérée comme sa vitesse par
unité de champ électrique. Elle est convertie en valeur de potentiel Zéta en la multipliant par
un facteur dépendant de la permittivité et de la nature du milieu, comme cela est décrit par

I’équation de Henry (2.3):

¢ = (3nf(wa))/2e p,E 2.3)

ou ¢ est la permittivité, n la viscosité du milieu de dispersion, f (ka) est une fonction liée a la
proportion entre la taille (a) caractéristique du systéme et la longueur de Debye (1/x) (Kimura

et al.,2002).

L’influence de la concentration en sel (NaCl) du milien sur la mobilité

électrophorétique de GA (5 g1™) et GAQ (5 g.l™") en solution aqueuse a été étudiée. Cette
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¢tude a permis de caractériser les propriétés de surface des particules. Les concentrations en
sel (NaCl) du milieu varient de 0 a 200 mM. Les résultats de mesure de la mobilité

¢lectrophorétique sont exprimés en fonction de la concentration en sel.

Théorie

La théorie d’analyses des particules molles est un modele validé (Ohshima et Kondo,
1987 ; Ohshima, 1995 ; Ohshima, 1998 ; Tsuneda et al., 2003 ; Tsuneda et al., 2004), qui
suggere la présence autour du noyau des particules, d’une couche de polymeére accessible aux
contre-ions. Récemment, ce modele a été utilisé pour étudier les propriétés de surface de
différentes bactéries (Bos ef al., 1998 ; Morisaki et al., 1999 ; Kiers et al., 2001 ; Tsuneda et
al., 2003 ; Tsuneda et al., 2004 ; Duval et al., 2005 ; Murata et al., 2005 ; Chandraprabha et
al., 2007), de macromolécules (Ducel et al., 2005 ; Rotureau et al., 2007), de nanoparticules
(Phenrat et al., 2007 ; Kuo et Lin, 2008 ; Lopez-Viota ef al., 2009) ainsi que pour étudier les
interactions électrostatiques entre particules molles (Tolstoguzov, 2003 ; Ducel et al., 2005 ;

Ohshima, 2008).

La théorie d’analyse des particules molles (Ohshima, 1998) a été appliquée aux
particules de GA et GAQ, Ce modéle vise a déterminer ZN, ou N représente la densité de
charge dans la région polyélectrolytique (charges/m’®) et Z correspond a la valence de ces
charges. Le modele permet également la détermination de 1/A, qui est liée a la profondeur de
la couche accessible aux contre-ions. Ce paramétre est généralement décrit comme le degré de
résistance a l'écoulement du liquide dans la région polyélectrolytique (Kim et al., 2009). Un
sel tel que le NaCl est utilisé pour masquer progressivement les charges des polymeéres. Le
modele théorique appliqué aux résultats obtenus prend comme parameétres ajustables ZN et

1/A.
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La mobilité électrophorétique (ug) d’une particule molle est exprimée par 1’équation (2.4) :

_ =05 ‘l’uzf‘cm + '-|-'DﬂN/1 eZN

.4
mn 1H{Km+1za‘l 'I'|:3Lz @9

HE

ol 1 est la viscosité du milieu (exprimée en Pa.s™). kn est le paramétre de Deby Hiickel de la
couche de polyélectrolytes.

Pour simplifier I’équation suivante (2.5), A représente ZN/2zn :

Km = K [1+ A2]1/4 (2.5)

K est le paramétre de Deby Hiickel des particules et est défini par 1’équation (2.6) :

i."

2z2elnt 2
= .0
" (EusikT) @.6)

z est la valence de la solution électrolytique utilisée afin de modifier la force ionique du
milieu. Du chlorure de sodium a été utilis€ comme électrolyte, par conséquent z =1 ; e, est la
charge électrique élémentaire (1,6 x 1077 C) ; €, et &) sont relativement la permittivité relative
de la solution d’¢électrolyte et la permittivité absolue du vide (g, = 80 et &y = 8,85 x 107 JK™),
T (°K) est la température thermodynamique, k la constante de Boltzmann et n est la valeur de
la concentration en électrolytes (exprimée en osmoles.m™).

ypon est le potentiel de Donnan et peut étre défini par I’équation (2.7) :
kT 1,
¢D=EIE{A+(A3+ 1) Z} @.7)

Yo est le potentiel a la limite de la surface. Il est représenté par I’équation (2.8) :
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Po = %(m{ﬁ + (A% + 1}152} +% X {1 — (A% + 1}1’2}) (2.8)

En résumé, la théorie nous permet d’établir et de tracer p en fonction de n (Figure 2.6).
La mobilité électrophorétique des particules molles tend vers des valeurs non nulles méme
aux concentrations limites en sel, contrairement a celles des particules dures qui elles, tendent

vers z€éro (Ohshima, 1995 ; Ohshima, 2007).

- =

Electrolyte concentration
|

Hard particle
The S

Soft particle

Figure 2.6: Evolution de la mobilité électrophorétique u de particules chargées négativement en fonction de la
concentration en électrolytes du milieu. La mobilité des particules molles tend vers de valeurs non nulles (u¢”) a
la limite des concentrations les plus €élevées, alors que la mobilité des particules dures tend vers zéro (Ohshima,

2007).
2.2.5. Propriétés anti-oxydantes et anti-radicalaires de la quercétine
nanostructurée
Grace a leurs faibles potentiels redox, les flavonoides (FI-OH) sont
thermodynamiquement capables de réduire les radicaux libres oxydants comme le

superoxyde, le peroxyle, 1’alkoxyle et I’hydroxyle par transfert d’hydrogéne.
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Pour plus de fiabilité, 1’activité anti-radicalaire a été évaluée avec deux méthodes par
radiolyse pulsée. Il s’agissait d’une étude spectrophotométrique du piégeage de radicaux
colorés tel que le 2,2-diphényl-1-picrylhydraxyle (DPPH) ou D’acide 2,2’—azinobis (3-

éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) (ABTS®") (Rice-Evans ef al., 1996 ; Chan et al., 2007).

L’activité des flavonoides est généralement comparée avec celle du Trolox (acide 6-
hydroxy-2,5,7,8-tétraméthylchroman-2- carboxylique), elle est exprimée en TEAC « Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity ». Il est a noter que plus la valeur de TEAC est élevée plus
la molécule est active. Une méthode alternative consiste a déterminer leur aptitude a diminuer

la réaction de peroxydation des lipides.

2.2.5.1.Piégeage de radicaux ABTS*®"

L’activité anti-radicalaire de GAQ), a été évaluée par le piégeage de radicaux ABTS®".
Une solution ABTS®" a 7 mM dans I’eau (3,83 g.l'l) et une solution de Trolox a 2,5 mM
(0,625 g.I'") dans de I’éthanol ont été préparées. Différentes dilutions de la solution de Trolox
ont été préparées (de 0,5 a 2,5 mM). La solution ABTS®" a été diluée dans de 1’éthanol afin
d’obtenir une absorbance a 734 nm de I’ordre de 0,7 + 0,02. A 1 ml de solution d’ABTS*", 50
uL de solution de Trolox (a différentes dilutions) ont été ajoutés et 1’absorbance a ét€ mesurée
a 734 nm apres 15 minutes d’incubation a 25 °C. GAQ a été analysée de la méme manicre
que le Trolox. L’activité anti-radicalaire de la quercétine seule avant et apres homogénéisation

a haute pression a aussi €té mesurée.
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Figure 2.7 : Pourcentage d’inhibition de I’ABTS*" en fonction de la concentration en Trolox.

Le pourcentage d’inhibition de PABTS®" (Figure 2.7) a été calculé selon 1’équation

(2.9):

% lnhlbltlon = (Absinitiale— Absﬁnale) X 100 /Absinitia]e (2.9)

La valeur du TEAC correspond a la concentration molaire de Trolox équivalent,

permettant d’avoir le méme pourcentage d’inhibition que pour 1 uM ou 1 g.I"" de quercétine.

2.2.5.2.Piégeage de radicaux DPPH

L’activité anti-radicalaire de GAQ a été évaluée par le piégeage de radicaux DPPH
(2,2-diphényl-1-picrylhydraxyle). Le test au DPPH a été effectué comme décrit par Samarth
et al, (2008). Différentes dilutions ont été préparées dans du méthanol pur.

Les tests ont été réalisés par ajout de 50 puL des différentes dilutions & 5 mL de solution
méthanolique de DPPH (0,004 %) et 1’absorbance (Abs) a 517 nm a été mesurée apres 30

minutes d’incubation a 25 °C. Le pourcentage d’inhibition est obtenu selon I’équation (2.10) :
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% lnhlbltlon = (Absb]anc_ Absfina]e) X 100 /Absblanc (2.10)

L’ICsg a été calculée a partir de la courbe d’inhibition en fonction de la concentration
en quercétine. Il s’agit de la concentration pour laquelle il y a 50 % d’inhibition. L’activité
anti-radicalaire de la quercétine seule avant et aprés homogénéisation a haute pression a aussi

été meésurée.
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Figure 2.8 : Pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction de la concentration en acide ascorbique.

L’acide ascorbique (Figure 2.8) est utilis¢ comme standard (Chan et al., 2007 ; Lim et
Murtijaya, 2007) et le pouvoir antioxydant peut étre exprimé en AEAC «ascorbic acid
equivalent antioxidant capacity » exprimé en mg d’acide ascorbique .100 g selon

I’équation (2.11):
AEAC = [ICso(acide ascorbique) / ICso(échantillon)] x 100 (2.11)

L’ICsy de I’acide ascorbique utilisé pour calculer ’AEAC est de 0,52 + 0,02 mM.
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2.2.6. Microscopie électronique a transmission

Les observations ont été effectuées a 1'unité BIA de I'INRA de Nantes. Des
dispersions de GA et GAQ a 1 % (p / p) ont été préparées dans de I'eau ultrapure contenant 50
mM de NaCl. Une goutte de chaque dispersion a été déposée a la surface d’une grille de
cuivre (Quantifoil, Jena, Allemagne) recouverte par un film continu de carbone. Les
¢chantillons ont ensuite été négativement colorés a 'acétate d'uranyle (Merck). Pour cela, la
grille recouverte par I’échantillon a été successivement placée sur une goutte d'une solution
aqueuse d'acétate d'uranyle (2 % p / p) puis sur une goutte d'eau distillée. La grille est ensuite
séchée a l'air avant d’étre introduite dans le microscope électronique. Les échantillons ont été
observés en utilisant un microscope ¢€lectronique a transmission JEOL JEM-1230 (JEOL,
Tokyo, Japon) fonctionnant avec une tension d’accélération de 80 kV. Les images ont été
acquises sur une caméra CCD Gatan ES500W de résolution 1,35 K x 1,04 K. Le contrast et la
luminosité des images ont été traités a I’aide d’un logiciel de traitement d’images Imagel

v1.4.

3. Résultats et discussion

3.1. Taille et stabilité des nanoparticules de gomme Acacia-quercétine (GAQ)

Les mesures du diamétre hydrodynamique (Dy) des particules ont été effectuées par
diffusion dynamique de la lumiére (Tableau 2.2). Leur potentiel Zéta a également ét¢ mesuré
pour déterminer leur charge de surface (Tableau 2.2). La stabilit¢ des particules est en
corrélation avec le potentiel Zéta (Chansiri ef al., 1999). En effet, une valeur élevée de la
densité de charges a la surface des particules conduit a des interactions répulsives entre celles-
ci. Ce phénomene entraine une répartition plus uniforme des tailles ainsi qu’une meilleure
stabilité a l'agrégation (Zhang et Kosaraju, 2007). Il s’avére qu’un potentiel Zéta d'environ 30

mV minimum est nécessaire pour la stabilité¢ des dispersions (Jacobs et al., 2000).
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Tableau 2.2: Diamétres hydrodynamiques et potentiels Zéta des particules de gomme d’ Acacia-quercétine

(GAQ).
Formulations Dy Potentiel Zéta
(nm) (mYV)
Témoin GA 5 % 37,2+0,9 -343+2,9
5% GA, 0,02 % Quercétine 2454+ 10,0 -442 4+ 1,6
5% GA, 0,04 % Quercétine 430,4 £ 53,0 -42,1 £1,8
5% GA, 0,06 % Quercétine 621,1 +17,5 -28,7+0,8

Les résultats obtenus (Tableau 2.2) indiquent que les particules de plus petite taille
(245,40 = 10,07 nm) ont été obtenues pour une concentration de 0,02 % en quercétine. A des
concentrations plus élevées, le diametre hydrodynamique (Dy) des particules augmente et peut
étre multiplié par un facteur de 2,5. De récentes études (Mohan et al., 2007 ; Vimala et al.,
2009) suggerent que I’augmentation de la concentration en GA du milieu permet de réduire la
taille de nanoparticules. La valeur maximale de 5 % en GA a été choisie par rapport a
certaines contraintes matérielles. En effet, des problémes de surpressions sont survenus au
niveau de I’homogénéisateur a haute pression en essayant de travailler a des concentrations

plus €levées en GA.

Vimala et al. (2009) ont montrés que des polysaccharides tels que la
carboxyméthylcellulose, I’amidon et la gomme d’Acacia avaient la capacité de controler la
taille de particules. Leurs travaux concernant la production et la stabilisation de
nanoparticules d’argent ont permis de conclure que les nanoparticules de plus petites tailles
¢taient obtenues avec de la GA et que cette derniere permettait de stabiliser trés fortement le
systeme. Ce phénomene serait dii au groupement fonctionnel « 3,-OH » présent dans la GA.

Des résultats obtenus par microscopie électronique a transmission (TEM) ont clairement
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montré qu’une augmentation de la concentration de GA permettait de réduire la taille de

nanoparticules d’argent (Mohan et al., 2007).

Le potentiel Zéta des particules est négatif pour les différentes formulations utilisées
en raison de la présence de résidus d’acide glucuronique dans la gomme d’Acacia. Les
particules de plus petite taille possédent une valeur ¢levée de potentiel Zéta (-44,20 = 1,65
mV) traduisant une bonne stabilité¢ des particules en milieu dispersé. L’utilisation de GA
permet une trés bonne stabilité des dispersions de nanoparticules par le biais d’effets stériques
et électrostatiques mais également par la présence de groupements carboxylates (Mohan et al.,
2007). L’augmentation de la concentration en quercétine a conduit a la baisse du potentiel
Z¢ta des particules et par conséquent, de la stabilité du systéme. En conclusion, la formulation
utilisant 0,02 % de quercétine et 5 % de GA constitue la meilleure des combinaisons testées
(D et potentiel Zéta) afin d’obtenir des nanoparticules de quercétine possédant une bonne

stabilité¢ en milieu dispersé.

La concentration finale en quercétine des nanoparticules de GAQ obtenue par dosage

sur HPLC fait état d’une perte de 15,50 + 0,025 % en quercétine.

3.2. Mobilité électrophorétique et application de la théorie des particules

molles

La mobilité¢ électrophorétique des dispersions de GA et GAQ a été mesurée en
fonction de la concentration en NaCl du milieu a pH 4,8 (pH du milieu a la plus forte

concentration en sel) (Figure 2.9).
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Figure 2.9 : Mobilité électrophorétique des particules de (A) gomme d’Acacia et de (B) gomme Acacia-
quercétine. Les symboles représentent les valeurs expérimentales mesurées en fonction de la concentration en

NaCl. Les lignes continues représentent les meilleurs ajustements théoriques.

La valeur absolue de la mobilité électrophorétique diminue avec 1’augmentation de la
concentration en NaCl du milieu. Ce phénomene peut €tre expliqué par la diminution de la
longueur de Debye (Equation 2.3) suite a la réduction de 1’épaisseur de la double couche
¢lectrique (Ducel ef al., 2005) et plus particuliecrement a la compression de la couche
¢lectrique diffuse (Chandraprabha ef al., 2009). Par la suite, un plateau est atteint
correspondant a des valeurs non nulles de mobilité. Ces résultats traduisent un comportement

correspondant a celui de particules molles (Figure 2.6).

L'existence d’une mobilité électrophorétique non nulle dans un milieu a haute
concentration en électrolytes est une particularité liée aux caractéristiques de surface des
particules molles (Dukhin et al., 2007). Selon Ohshima (1995), cet effet est causé par un flux
électro-osmotique de particules au niveau de la partie molle de la particule. Dukhin et al.
(2007) ont confirmé les conclusions d’Ohshima en s’appuyant sur des théories classiques

d’¢électrocinétique et plus précisément sur la théorie d’Henry (Henry, 1931). Les mesures de
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mobilité électrophorétique montrent que la GA et la GAQ posseédent des caractéristiques de
particules molles. La théorie d’analyse des particules molles (Ohshima, 1998) a été appliquée
pour déterminer la densité¢ de charges et 1’épaisseur de la couche accessible par les contre-

ions.

Les résultats obtenus (Figure 2.9) montrent une bonne corrélation entre les résultats
expérimentaux et théoriques (R* = 0,93 pour GA et GAQ). Les valeurs de A pour GA et GAQ
sont respectivement de 2,0 nm et de 2,1 nm. La valeur absolue de densit¢ de charge (ZN)
obtenue pour GAQ (- 19,4 mM) (Tableau 2.3) est 1égeérement plus élevée que celle de GA (-
18,9 mM). L’augmentation du nombre de charges négatives peut étre due a I’augmentation du
degré d’ionisation des groupements COOH de la gomme. Ce gain de charges négatives peut
¢galement étre dii aux charges négatives portées par la quercétine En effet, cette dernicre
existe a 1’état anionique avec une ou deux charges en fonction du pH. Les groupements
phénoliques (OH) les plus acides se trouvent en position 3 et 7 de la molécule de quercétine,
ils peuvent alors étre dissociés et former un mélanges d’espéces neutres et anioniques
(Agrawal et Schneider, 1983 ; Kitson ef al., 2001). Liu et al., (2006) ont montré que la
quercétine était chargée négativement entre pH 4,0 et pH 5,4 et Kitson et al., (2001) ont

rapporté le méme phénomeéne pour des valeurs de pH allant de 6,0 a 9,0.

Tableau 2.3: Valeurs de densité de charges et d’épaisseurs de la couche accessible aux contres-ions obtenues par

I’application de la théorie d’Ohshima (1995).

ZN (mM) A (nm)
Gomme d’Acacia - 18,9 2,0
Gomme d’Acacia-quercétine -194 2,1
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3.3. Microscopie électronique a transmission

Les structures supramoléculaires des particules de GA et GAQ ont été caractérisées

par microscopie électronique a transmission (TEM).

L’observation de la structure de la gomme d’Acacia (GA) a permis de visualiser des
particules sphériques possédant un diametre de quelques dizaines de nanométres compris
entre 10 et 40 nm (Figure 2.10, A). Ces résultats sont en accord avec le diamétre
hydrodynamique de GA obtenu par diffusion dynamique de la lumiére.

Au sein de ce méme échantillon, 1’existence d’une autre structure de type agrégats possédant
une organisation particuliere a été observée (Figure 2.10, B). Ces structures sont constituées
de petites sous-unités sphériques et résultent de I’assemblage de petites particules de GA ou

correspondent a la fraction AGP de la gomme qui a une structure similaire (Qi ef al., 1991).

Figure 2.10 : Micrographies obtenues par microscopie €électronique a transmission sur la gomme d’Acacia. Les

barres d’échelle sont respectivement de 50 nm (A) et 200 nm (B).

Les résultats obtenus dans le cas des particules de gomme d’ Acacia-quercétine (GAQ)
ont permis d’observer deux populations de particules (Figure 2.11, A, B). La premiére

population regroupe des particules sphériques d’un diametre inférieur a 50 nm, elle est
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représentative des particules de GA. La seconde population représente des particules ayant un
diametre qui varie de 100 a 250 nm. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par
diffusion dynamique de la lumicre.

Les particules appartenant a la seconde population sont caractérisées par une
morphologie particuliere. Une observation a plus petite échelle (Figure 2.11, C) et
I’application d’un filtre FFT (Fast Fourrier Transform) (Figure 2.11, D) ont permis de voir
que ces particules étaient constituées de petites structures sphériques présentant un diamétre
inférieur a 50 nm. Il s’agit vraisemblablement d’un regroupement de particules de GA autour
d’un cceur de quercétine. Cette structure pourrait €tre assimilée a un assemblage « cceur-

couronne ». Dans cet échantillon, quelques structures de type agrégat sont également

observées (Figure 2.11, A).

Figure 2.11: Micrographies obtenues par microscopie ¢électronique a transmission sur des particules de gomme
Acacia-quercétine a différentes échelles d’observation. Les barres d’échelle sont de 200 nm (A), 100 nm (B) et
50 nm (C, D). (D) représente I’'image « C » aprés utilisation du logiciel de traitement d’images, ImageJ v1.4 et

I’application d’un filtre FFT (Fast Fourrier Transform).
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3.4. Piégeage de radicaux ABTS®" et DPPH

Dans notre étude, PABTS®" et le DPPH ont été utilisés afin d’évaluer le pouvoir
antioxydant de GAQ ainsi que I’effet de ’homogénéisation a haute pression sur celui de la
quercétine. Les radicaux libres sont générés par des processus métaboliques normaux ou par
des agents exogénes. Ils peuvent facilement amorcer la peroxydation des lipides
membranaires, conduisant a l'accumulation de peroxydes lipidiques (Halliwell et Gutteridge,

1990).

Le test ABTS mesure I’habilité d’un anti-oxydant a capturer les radicaux ABTS®"
générés par la réaction entre un oxydant fort et le sel d’ABTS®". Aucune activité n’a étée
mesurée pour le témoin GA. L’application d’un traitement aux hautes pressions a conduit a
une diminution du TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) de la quercétine seule
allant jusqu’a 14,09 + 1,22 % de perte. La présence de GA a permis de réduire les pertes du
TEAC 29,07 + 0,89 %.

Tableau 2.4 : Valeurs des activités anti-radicalaires de GAQ et de la quercétine avant et aprés homogénéisation

a haute pression évaluées par piégeage de radicaux ABTS®" et DPPH.

Particules Pouvoir antioxydant

Test ABTS*" Test DPPH

TEAC (mM) IC50 (mg/ml) AEAC (mg AA/100 g)
Quercétine 3,31 +0,09 0,35+0,02 149,94 + 9,03
Quercétine + homogénéisation 2,84 + 0,07 0,40 + 0,01 130,47 + 4,87
Gomma Acacia-quercétine 3,01 £0,03 0,38 £0,01 136,84 + 5,23
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Le DPPH présente un radical hydrogene libre ce qui lui confére des caractéristiques
d'absorption a 517 nm (Di Mambro et al., 2003 ; Lin et Chou, 2004). En présence de piégeurs
de radicaux libres, la couleur pourpre de la solution de DPPH s'estompe rapidement
(Yamaguchi ef al., 1998). L’utilisation des hautes pressions a conduit a une baisse de 12,87 +
3,23 % du AEAC (ascorbic acid equivalent antioxidant capacity) de la quercétine. En
présence de GA, cette baisse n’est que de 8,64 + 2,06 %. Cet effet devrait étre du au pouvoir
antioxydant caractérisant la GA (Ali et al., 2009 ; Gils et al., 2010). Ces résultats vont dans le

méme sens que ceux obtenus pour le potentiel de piégeage de radicaux ABTS®".

4. Conclusion

La formulation retenue pour 1’¢laboration des nanoparticules de GAQ est celle pour
laquelle une dispersion de GA a 5 % (p / p) a été utilisée sans 1’ajout de surfactant. En effet,
cette formulation a permis d’obtenir les particules de plus petite taille (D, = 245,40 + 10,07
nm) avec une concentration finale en quercétine, obtenue par dosage sur HPLC, qui fait état

d’une perte de 15,50 + 0,02 % en quercétine.

La charge de surface des nanoparticules de GAQ est négative (présence de résidus
d’acide glucuronique dans la GA) et la valeur du potentiel Zéta traduit leur bonne stabilité en
milieu dispersé. L’utilisation de GA permet une trés bonne stabilité des dispersions de
nanoparticules par le biais d’effets stériques et €lectrostatiques ainsi que par la présence de
groupements carboxylate. Les mesures de mobilité électrophorétique montrent que les
particules de GAQ possedent des caractéristiques de particules molles. La théorie qui leur est
appliquée a permis d’obtenir 1’épaisseur de la couche accessible par les contres-ions qui est de

2,1 nm. L’application de cette théorie a également permis d’observer une légere augmentation
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de la densité des charges négatives aprés formation des particules de GAQ qui serait di aux

charges négatives portées par la quercétine.

Les résultats obtenus par TEM confirment ceux obtenus par DLS. Les nanoparticules de
GAQ sont caractérisées par une morphologie particuliere. En effet, elles sont constituées de
petites structures sphériques présentant un diametre inférieur a 50 nm. Il s’agirait d’un
regroupement de particules de GA autour d’un cceur de quercétine. Cette structure peut &tre

assimilée a un assemblage « cceur-couronne ».

Le procédé¢ d’homogénéisation a haute pression permet d’obtenir des particules de
taille nanoscopique. Les résultats liés aux mesures du pouvoir antioxydant ont montré que le
traitement par homogénéisation a haute pression induisait une certaine perte du TEAC et du

AEAC de la quercétine mais qu’en présence de GA, ces pertes €taient réduites.
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Chapitre 3 : Caractérisation thermodynamique des complexes
gomme Acacia/ -lactoglobuline et gomme Acacia-quercétine/ 8-
lactoglobuline

1. Introduction

Une partie de ce travail ayant fait 1’objet d’une publication , certains ¢léments déja

cités dans la partie bibliographique (chapitre I) on été repris (Aberkane et al., 2010).

Apres avoir caractérisé les nanoparticules de gomme d’Acacia-quercétine (GAQ),
les parametres thermodynamiques d’interaction avec la B-lactoglobuline (BLG) ont été
déterminés a pH 4,2 et 25 °C. La complexation entre protéines et polysaccharides de charge
opposée, et plus généralement entre des macromolécules de charge opposée, est un
phénoméne colloidal omniprésent impliqué dans la structuration de nombreux systémes

biologiques (Turgeon et al., 2007 ; Schmitt et al., 2009).

Les protéines et les polysaccharides de charge opposée interagissent principalement
par le biais d’interactions électrostatiques ce qui induit la formation de différentes entités
supramoléculaires (des complexes, des complexes agrégés et des coacervats). La structure et
la solubilité de ces entités supramoléculaires dépendent d'un certain nombre de paramétres,
notamment la flexibilité, la densité de charge des biopolymeres, la qualité du solvant, la force
ionique, le ratio molaire protéine : polysaccharide et la concentration totale en biopolymeres
(Bungenburg de Jong, 1949 ; Burgess, 1994 ; Schmitt ef al., 1998 ; Doublier et al., 2000 ; de
Kruif et Tuinier, 2001 ; Turgeon et al., 2003 ; de Kruif et al., 2004 ; Cooper et al., 2005 ;
McClements, 2006 ; Turgeon et al., 2007). Fait intéressant, les propriétés fonctionnelles

originales de ces différentes entités peuvent €tre utilisées tant dans le domaine alimentaire que
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dans des applications non alimentaires (Dickinson, 2006 ; Turgeon et al., 2007 ; Schmitt et

al., 2009).

Malgré d’importants progres, la compréhension des multiples facettes de la
complexation entre protéines et polysaccharides demeure un défi expérimental et théorique.
Une meilleure compréhension des mécanismes thermodynamiques a l'origine des processus
de formation et de stabilisation des assemblages macromoléculaires fait partic des

problématiques les plus importantes a résoudre.

La diminution de 1'énergie libre totale électrostatique du mélange est la force motrice
conduisant a la formation de complexes protéines-polysaccharides (Tolstoguzov, 1997 ; de
Vries et Cohen Stuart, 2006). La diminution globale de 1’énergie libre résulte principalement
d’une contribution enthalpique favorable découlant d’interactions ¢lectrostatiques et
éventuellement non-coulombiennes entre les biopolymeres, et d’une contribution entropique
favorable résultant de la libération de contre-ions, (de Vries et Cohen Stuart, 2006) et de
molécules d'eau (Jelesarov et Bosshard, 1999). Ces contributions favorables sont
contrebalancées par une perte défavorable de l'entropie configurationnelle des
macromolécules (Leavitt et Freire, 2001) et par 1’organisation de I'eau a l'interface (Jelesarov
et Bosshard, 1999) ainsi qu’a une enthalpie défavorable, dii a la désolvatation de groupes
polaires (Freire, 2004). Néanmoins, le gain important d'entropie di a la libération des contre-
ions est considéré comme la principale force motrice dans la formation de complexes
protéines-polysaccharides. Cette hypothése s’appuie sur une suppression de la formation de
complexes au dela d'une force ionique critique. Dans ce cas, le gain entropique résultant de la

libération de contre-ions s’annule parce que leur concentration devient plus ou moins
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¢quivalente dans le solvant, et au voisinage des biopolymeéres, (Bungenburg de Jong, 1949 ;

Burgess et Carless, 1985 ; Seyrek et al., 2003 ; Weinbreck et al., 2003).

Alors que des réactions endothermiques ont été effectivement enregistrées par
calorimétrie pour un certain nombre de systétmes comprenant des protéines et des
polyélectrolytes (Ball et al., 2002 ; Feng et al., 2007), indiquant que la complexation est
induite par un gain d'entropie, des réactions exothermiques ont été enregistrées sur I'ensemble
des systémes protéines-polysaccharides étudiés dans la littérature (Girard et al., 2003b ;
Ziegler et Seelig, 2004 ; Gongalves et al., 2005 ; Schmitt et al., 2005 ; Harnsilawat et al.,
2006 ; Chung et al., 2007 ; Zhu et al., 2007), indiquant que la complexation est controlée par

I’enthalpie.

Le systeme B-lactoglobuline (BLG) / gomme d’Acacia (GA) / eau a été caractérisé
en détail dans le passé par différentes équipes de recherche (Schmitt et al., 1999 ; Schmitt et
al., 2000 ; Schmitt et al., 2001 ; Sanchez et al., 2002 ; Weinbreck et al., 2003 ; Weinbreck et
al., 2004a ; Weinbreck et al., 2004b ; Mekhloufi ef al., 2005 ; Sanchez et al., 2006), mais
jamais d’un point de vue thermodynamique. Les parametres thermodynamique d’interaction

entre BLG et GA ont été déterminés par calorimétrie de titration isotherme (ITC).

2. Description de la calorimétrie de titration isotherme (ITC)

La calorimétrie de titration isotherme (ITC) est une technique permettant 1’étude
d’interactions de toutes sortes. Elle se base sur le fait que toute interaction libére ou absorbe
une certaine quantité d’énergie. L’ITC permet de déterminer, dans une seule expérience et de
fagon simultanée, les parametres thermodynamiques régissant 1’interaction entre deux
molécules tels que la constante d’association (K,), I’enthalpie (AH), I’entropie (AS), 1’énergie

libre (AG) et la steechiométrie de 1’interaction (N).
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Les principales composantes d’un appareil ITC sont illustrées sur la Figure 3.1. Ces

composantes sont une cellule de référence, une cellule de réaction et une seringue d’injection.

Seringue d'injection Cellule d’analyse 1,4
0,25 ml (ligand) ml (macromolecule)

AH
lical/sec

Cellule de
référence (tampon)

Figure 3.1 : Représentation schématique d’un calorimétre de titration isotherme.

L’ITC est utilisée pour étudier I’interaction entre différents types de molécules telles
que les interactions anticorps : antigéne, protéine : lipide, protéine : récepteur, protéine :
ligand, protéine : glucide, protéine : acide nucléique, protéine : protéine, protéine :
polysaccharide, de méme qu’a I’étude de I’incorporation de petites molécules dans la
membrane de vésicules et d’autres systemes (Baker et Murphy, 1997 ; Charoenchaitrakool et
al., 2000 ; Girard et al., 2003b ; Girard et al., 2003a ; Antonov et Wolf, 2005 ; Barbosa et al.,
2005 ; Schmitt et al., 2005 ; Guzey et McClements, 2006 ; Harnsilawat et al., 2006 ;
Brockhaus et al., 2007 ; Cheema et al., 2007 ; Andrushchenko et al., 2008 ; Bordbar et al.,

2008 ; Olsson et al., 2008). Cette technique a également été utilisée pour suivre le
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changement d’enthalpie causé par la dissociation de micelles formées de surfactants ioniques.
Pour ce type d’étude, I’ITC permet en outre de déterminer la concentration micellaire critique

(CMC) (McClements, 2000 ; Kelley et McClements, 2003).

2.1. Principe de fonctionnement

L’appareil se compose d’une seringue d’injection motorisée dans laquelle est chargé le
ligand (L) et de deux cellules disposées dans une enceinte adiabatique permettant d’abolir tout
échange thermique avec 1’environnement extérieur (Figure 3.1). La cellule de réaction
contient habituellement la macromolécule (M) étudiée, solubilisée dans un tampon, alors que
la cellule de référence contient uniquement le tampon utilis¢é pour solubiliser la
macromolécule. Aprés avoir équilibré le systetme a la température de 1’étude, le ligand est
injecté dans la cellule d’analyse par petites injections successives. La seringue d’injection est

munie d’une pale qui permet une agitation dans la cellule d’analyse.

A chaque injection, la différence d’énergie entre la cellule de référence et la cellule de
réaction est enregistrée, puis rapportée sur un thermogramme (Figure 3.2A). L’intégration de
la surface de chacun des pics permet alors de tracer une isotherme de liaison, laquelle
représente la variation d’enthalpie en fonction du ratio molaire des molécules en interaction

(Figure 3.2B).
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Figure 3.2 : Exemple d'un thermogramme (A) et d'une isotherme de liaison (B) obtenus par calorimétrie de

titration isotherme.

L’analyse de I’isotherme de liaison a I’aide du logiciel accompagnant 1’appareil
permet de déterminer le modele de sites de liaison le plus approprié¢ et de calculer les

parametres thermodynamiques de I’interaction.

3. Présentation de la B-lactoglobuline

La B-lactoglobuline est la protéine majeure du lactosérum. En effet, elle représente
environ 50 % de la matiére protéique contenue dans ce dernier. La concentration moyenne de
cette protéine dans le lait de vache varie de 2 4 4 g.1"'. Elle a fait I’objet de trés nombreuses
¢tudes depuis sa découverte par Palmer en 1934 afin de déterminer sa structure, son rdle
biologique ainsi que ses propriétés physico-chimiques (Mc Kenzie, 1971 ; Sawyer et

Kontopidis, 2000 ; Sawyer ef al., 2002). Petite protéine globulaire appartenant a la famille des
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lipocalines, elle provient du lactosérum du lait des ruminants et d’autres especes
monogastriques (truie, jument, chienne, anesse), néanmoins elle est absente des laits humains
et des rongeurs (Hambling, 1992). Elle est largement utilisée en industrie alimentaire en
raison de ses propriétés gélifiantes, moussantes et émulsifiantes. Différents variants
génétiques de la B-lactoglobuline bovine ont été identifiés (7 au total). Les plus couramment
rencontrés dans le lait de vache sont les variants A et B, qui se trouvent en proportions égales
(Kinsella, 1984 ; Wong et al., 1996). Chaque variant contient 162 résidus d’acides aminés
mais différe par la substitution de certains résidus. Le variant génétique A (Figure 3.3) differe
du B par la substitution de deux résidus : le résidu valine 118 par le résidu alanine et I’acide

aspartique en positon 64 par le résidu glycine (Whitney, 1977).

La B-lactoglobuline est formée d’une seule chaine polypeptidique possédant un poids
moléculaire de 18 400 g.mole'l. Elle contient deux ponts disulfures entre les résidus Cys; s et
Cysi19, Cysios et Cysja; ou Cysgs et Cysjgo. Un groupement thiol libre (- SH) est positionné
sur le résidu Cysjj9 ou Cysjz; selon I’apparition du résidu Cysjy; dans la structure (s’il est
caché, il ne participe pas au pont disulfure) (Sawyer et Kontopidis, 2000 ; Uhrinova et al.,
2000). Le premier pont disulfure maintient la structure tertiaire tandis que le second se situe a
la surface extérieure de la molécule. Ses structures secondaires et tertiaires sont bien définies

(Creamer et al., 1983 ; Sawyer et al., 1998).
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Figure 3.3 : Structure primaire et secondaire du monomere de B-lg A.
-------------- pont disulfure (d’aprés Molinari ef al., 1996).

feuillet B, --_--. hélices a,

La structure tridimensionnelle de la B-lactoglobuline, mise en évidence par une étude
cristallographique aux rayons X a haute résolution a permis de montrer que la molécule
contient 51,8 % de feuillets B antiparall¢les, 6,8 % d’hélices a, 6,9 % de coudes B et 32,5 %
de structures désordonnées (Papiz et al., 1986 ; Molinari et al., 1996). La B-lactoglobuline
possede un calice intérieur hydrophobe formé par I’enroulement de huit brins de feuillets 8
antiparalleles. Cette forme est caractéristique des protéines de la famille des lipocalines
(Flower et al., 1993) et confere a la B-lactoglobuline la capacité de transporter de petites
molécules hydrophobes comme le rétinol, les acides gras du lait ou encore les vitamines A et
D, et le dodécylsulfate de sodium (Pérez et Calvo, 1995 ; Flower, 1996 ; Guichard et

Langourieux, 2000 ; Yang et al., 2002).
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Les six brins, E, F, G, H, A et I sont encadrés sur le coté par une hélice a a trois tours
(résidus 130-140) (Figure 3.4). Le brin I est impliqué dans la formation du dimére par des
interactions antiparalléles avec le brin homologue du monomére voisin. L’interface entre les

monomeres implique également des interactions hydrophobes.

Figure 3.4 : Représentation schématique de la structure tridimensionnelle d’un monomeére de B-lactoglobuline,
avec les feuillets B (fleche de A a I), hélice a (rubans épais), structures désordonnées (rubans fins) et les deux
ponts disulfures (représentation moléculaire), obtenue par le programme MOLSCRIPT (Kraulis, 1991 ;
Kobayashi et al., 2000).

La B-lactoglobuline adopte une forme monomérique, dimérique ou oligomérique en fonction
du pH, de la force ionique et/ou de la concentration en la protéine. La structure quaternaire de
la protéine est maintenue par des forces électrostatiques. A température ambiante et a pH
physiologique, la B-lactoglobuline existe essentiellement sous forme de dimere mais peut se
dissocier en monomeres a des températures supérieures a 20 °C (pour une concentration en
protéine de 1,5.10° g.ml”, une valeur de pH égale & 7 et a une force ionique de 0,1 M)

(Aymard et al., 1996). Pour des températures supérieures a 70 °C, cette dissociation est suivie
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rapidement d’une agrégation irréversible. En dessous d’un pH de 3,5, les forces électriques de
répulsion sont importantes et provoquent une dissociation réversible des diméres en
monomeéres (Timasheff et Townend, 1961). La conformation de la molécule est peu modifiée.
Entre pH 3,5 et 5,1, une tétramérisation trés rapide et réversible des dimeres des deux variants
génétiques A et B en octameres est possible a basse température, lorsque la concentration en
protéine est supérieure a 15 g.I"'. Aux valeurs proches du point isoélectrique (pH 5,1 — 5,2) et
a 20 °C, la B-lactoglobuline existe sous la forme d’un dimeére stable. Entre le pH 5,1 et le pH
6,5, la forme dimérique domine puis commence a se dissocier a pH 6,5. A partir de cette
valeur de pH, la dissociation s’accompagne de changements de conformation réversibles
décrits pour la premiére fois par Tanford et al., (1959). Ce phénoméne se traduit par un
réarrangement des chaines latérales sans toutefois provoquer un grand changement dans le
déploiement de la chaine polypeptidique. Au dessus de pH 8, la monomérisation

s’accompagne d’une dénaturation irréversible conduisant a une agrégation dite alcaline.

4. Matériel et méthodes

4.1. Matériel

La B-lactoglobuline (BLG) (lot JE 003-6-922) a ét¢ fournie par Davisco Foods
International Inc. (Etats-Unis). La poudre contenait (en g.100g” de poudre humide) : 93,6 %
de protéines, 4,6 % d’humidité et 1,8% de cendres. La composition minérale (en g.100g™ de
poudre) était : Mg2+: 0,002 ; Ca': 0,025 :Na": 0,90 ; K": 0,007 et CI": 0,05.

La gomme d’Acacia (GA) (lot no. 97 J 716) a été fournie par la sociét¢é CNI (Colloides
Naturels International, Rouen, France). La poudre contenait (en g.100g™" de poudre humide) :

89,4 % de polysaccharides, 7,0 % d’humidité ; 0,60 % de protéines et 3,0 % de cendres. La
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composition minérale (en g.100g™" de poudre) était : Mg*": 0,20 ; Ca®": 0,61 ; Na": 0,032 et
K":0,90.
La quercétine (3,3°,4°,5,7-penthahydroxyflavonone) a été fournie par Sigma-Aldrich (pureté >

98 %).

4.2. Préparation des dispersions de p-lactoglobuline (BLG), de gomme
d’Acacia (GA) et de gomme d’Acacia-quercétine (GAQ)

Des dispersions de BLG, de GA et GAQ ont été préparées par dispersion de la
quantité nécessaire de poudre pour obtenir la concentration désirée en protéine et
polysaccharide dans de 1’eau déionisée ultrapure (résistivité : 18,2 mQQ) sous une agitation
modérée pendant 2 heures a 20 = 1°C. Le pH de la dispersion de la BLG a été ensuite ajusté a
4,70 (pH de solubilit¢ minimale de la BLG) avec du HCI 1IN et 0,1N. Les dispersions ont été
ensuite stockées sans agitation pendant 18 heures & 4°C + 1 pour permettre une bonne
hydratation des biopolymeres. Les dispersions ont ¢t¢ ensuite centrifugées a 10 000 g (rotor
Eppendorf F36-6-38) pendant 30 minutes afin d’éliminer les bulles d’air, les particules
insolubles ainsi que les agrégats de la BLG. La concentration de la dispersion de la BLG a été
vérifiée par spectrophotométrie a 278 nm en utilisant un coefficient d’extinction molaire de
9,6 dl.cm™.g”, déterminé expérimentalement. La densité optique a 278 nm a été corrigée par
la turbidité.

La concentration finale en biopolymeére dans les dispersions réalisées était de 0,6 % (p/p) de

BLG et de 1,8 % (p/p) de GA et GAQ.

4.3. Calorimétrie de titration isotherme (ITC)

Un calorimetre de titration isotherme (VP-ITC, Microcal Inc, Northompton, MA) a été

utilisé pour déterminer les changements enthalpiques et entropiques résultant de la titration de
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la BLG (0,6 % p/p) par une dispersion de GA ou de GAQ (1,8 % p / p) a 25, 35, 45 et 50 °C.
Les dispersions ont été dégazées sous vide pendant 5 min. 10 pl de la dispersion de GA ou de
GAQ ont été injectés de maniére séquentielle dans une cellule de titration contenant
initialement 1,428 ml de la dispersion de la BLG. Chaque injection a duré 20 s avec un
intervalle de temps de 150 secondes entre deux injections successives. Une micro-seringue
Hamilton de 250 pl assure une agitation constante du mélange a une vitesse de 260 tr.min™
afin d’assurer une homogénéisation pendant l'injection. Les chaleurs de dilution des temoins
(titration de la dispersion de BLG par de I'eau déionisée et et titration de 1'eau déionisée par
une dispersion de GA ou de GAQ) ont été mesurées puis soustraites des données brutes.
L’acquisition des données et leur analyse ont été effectuées a 1'aide du logiciel Microcal
Origine (v.7.0). Le mod¢le de « deux sites de liaison », disponible dans le logiciel, a été utilisé
pour ajuster les isothermes de liaison. Les paramétres thermodynamiques, y compris la
constante d’association (Ka), la variation d'enthalpie du mélange (AH,,) et la stcechiométrie de
liaison (N) (le rapport molaire BLG/GA) ont été calculés par 1'ajustement des isothermes de
liaison. Pour les sites 1 et 2, nous avons :

0, 0,

Ka=Topm 2~ d-epx

(3.1)

X; = [X] + M{(n;0; + n;,0,) (3.2)

K, = constant d’association;

N = stoichiométrie;

M; et [M] sont la concentration totale de la macromolécule et la concentration en
macromolécule libre dans V,;

V, = volume de la cellule de titration;

X et [X] sont la concentration totale du ligand et la concentration en ligand libre (gomme
d’Acacia);

® = fraction des sites occupés par le ligand X.
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La résolution de 1’équation (3.1) pour ®; et ®; et leur combinaison avec ’équation (3.2)

donne :

N; M¢[X]Kay + N M [X]Ka;,
1+ [X]Kap 1+ [XIKq

X, = [X] + (3.3)

La simplification de 1’équation de compensation (3.3) des fractions conduit a une équation

cubique (3.4) :

X2 +pX2+q[X]+r=0 (3.4)

ou

_Xt
KalKaZ

r= (3.5)

Les équations 4 et 5 peuvent étre résolues pour [X] soit en forme close ou (comme dans

Origin) numériquement en utilisant la méthode de Newton si les parametres Nj, N,, Ka, et

Kaz sont attribués. ®; et ®, peuvent alors étre obtenus a partir de 1’équation 3.1.

La chaleur contenue aprés chaque injection est égale a :

Q = M{Vy(N;0,AHy,; + N;0,AH,;5) (3.6)
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Aprées une correction similaire du volume déplacé, le calcul pertinent de I’effet de la chaleur

pour I’injection i est :

300 = o+ [X 3

-1 .
l -Qi—-1) (3.7)

qui peuvent Etre utilisés dans 1’algorithme de Marquardt afin d’obtenir les meilleurs valeurs

pour les parametres d’ajustement (AHy,, K, and N).

La variation de 1’énergie libre de Gibbs du mélange (AGn) a été calculée en utilisant

I’équation bien connue (3.8) (Pierce et al., 1999) :

AGp =-In RT Ka (3.9)
T est la température absolue exprimée en K et R la constante des gaz parfaits (8,3144 J.mole
'K™.
Les variations d'entropie ont ensuite été calculées en utilisant 1’équation (3.9) :

AGpm = AHpn - TASh (3.9)

A partir des variations d’enthalpie (AH,,) mesurées a des températures allant de 298 a 323 °K,

la capacité calorifique (AC,) a été calculée en utilisant 1’équation (3.10) :

AC, = d(AH,,) / dt (3.10)
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5. Reésultats et discussion

5.1. Caractéristiques thermodynamiques d’interaction entre la GA ou la GAQ

etla BLG

La calorimétrie de titration isotherme a été utilisée afin de suivre les variations
d'enthalpie associées aux interactions entre la GA et la BLG ou la GAQ et la BLG de charges
opposées. Les interactions électrostatiques jouent un réle majeur dans le mécanisme de
complexation entre la GA et la BLG. La grande contribution énergétique de ces interactions
peut compliquer la détection d’autres forces d’interaction contribuant a la complexation. Dans
ce sens, la caractérisation de chaque biopolymére avant 1’étude de leurs interactions est
nécessaire. Afin de connaitre 1’effet de certains phénomeénes (dissociation-association,
changements conformationnels), impliquant ces biopolymeres dans des conditions spécifiques
de pH et de température. Ainsi, les chaleurs de dilution correspondant a la titration de la
dispersion de BLG par de I’eau et a la titration d’eau par une dispersion de GA et de GAQ ont

été mesurées.

Les thermogrammes, décrivant les propriétés thermodynamiques des dispersions de
BLG, GA et GAQ a pH 4,2 (pH d’interaction maximale entre la BLG et la GA déterminé par

Sanchez et al, 2006), qui en résultent sont présentés sur la figure 3.5.
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Figure 3.5 : Thermogrammes correspondant a la titration d’une dispersion de B-lactoglobuline (0,6 %, p/p) par
I’eau (a), la titration de I’eau par une dispersion de gomme d’Acacia (1,8 %, p/p) (b) et la titration de I’eau par
une dispersion de gomme d’Acacia-quercétine (1,8 %, p/p) (c) a pH 4,2 et a 25 °C.

Différentes caractéristiques thermodynamiques ont été observées. Les chaleurs de
dilution de la GA (Figure 3.5.b) et la GAQ (Figure 3.5.c) sont similaires. Elles présentent des
pics exothermiques faibles dont I’intensité diminue graduellement avec la titration. La nature
exothermique des pics peut étre attribuée a la désagrégation d’oligomeres de GA. L’injection
des dispersions de GA et de GAQ dans I’eau peut perturber la structure de la gomme et

conduire a une agrégation. Cette dernic¢re a un effet endothermique qui pourrait expliquer la

diminution de I’intensité des pics (Cooper, 1999).
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La chaleur de dilution, correspondant a la titration de la dispersion de la BLG par
I’eau (Figure 3.5.a), présente des pics de trés faible intensité en comparaison avec ceux
obtenus avec la GA et la GAQ. L’addition d’eau dans la dispersion de BLG peut perturber son
¢tat d’oligomérisation et affecter 1’affinité des oligoméres aux molécules d’eau (Rutten et al.,
2002). Ce phénomene favoriserait I’agrégation des molécules de BLG et conduirait a
I’apparition de pics endothermiques. L’intensité des pics enregistrés reste constante, ce qui
suggere que ’ampleur de la perturbation enregistrée reste la méme au bout de chaque
injection. Les thermogrammes et les isothermes de liaison résultants de 1’injection d'aliquotes
de dispersions de GA ou de GAQ dans la dispersion de BLG a pH 4,2 et 25 °C sont présentés
dans la figure 3.6. Les surfaces des pics correspondent a 1'énergie libérée ou absorbée par la
cellule contenant la BLG aprés chaque injection de GA ou de GAQ. Les courbes de titration

obtenues ont la méme allure dans les deux cas (GA et GAQ).

Une séquence de pics successifs, exothermiques et de forte intensité a d'abord été
observée (Figure 3.6. A, C). L’¢énergie de liaison libérée, diminue progressivement puis
s’inverse et devient endothermique au bout de 10 injections de GA (ratio molaire GA:BLG
0,0146) et de 9 injections de GAQ (ratio molaire GA:BLG 0,0131). La derniere séquence de
pics d’intensité plus faible et endothermiques tend vers un état de stabilité thermodynamique a
la fin des injections, tout en restant légérement négative. A 25 °C et pH 4.2, les isothermes de
liaison entre la GA ou la GAQ et la BLG sont donc caractérisées par une séquence

exothermique-endothermique.
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Figure 3.6 : Thermogrammes correspondant a la titration d’une dispersion de B-lactoglobuline (0,6 %, p/p) par
une dispersion de gomme d’Acacia (1,8 %, p/p) (A) ou par une dispersion de gomme d’Acacia-quercétine (1,8
%, p/p) (B). Isothermes de liaison correspondant a la titration d’une dispersion de B-lactoglobuline (0,6 %, p/p)
par une dispersion de gomme d’Acacia (1,8 %, p/p) (C) ou par une dispersion de gomme d’Acacia-quercétine
(1,8 %, p/p) (D) apH 4,2 et a 25 °C. Les lignes continues représentent les meilleurs ajustements théoriques.

L’apparition d'une séquence exothermique-endothermique lors d’interactions entre
une protéine et un polysaccharide a été précédemment rapportée (Ziegler et Seelig, 2004 ;
Schmitt et al., 2005). Ces modéles de complexation sont trés difficiles a interpréter, mais
semblent étre favorisés par I’augmentation des forces d’interaction entre les biopolymeéres lors
du processus de titration, comme le montre la simulation dynamique de Langevin (Ou et
Muthukumar, 2006). Cette hypothése est étayée par des expériences qui ont montré que le

signal endothermique est induit, au moins en partie, directement ou indirectement, par
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l'agrégation ou la coacervation des complexes (Ziegler et Seelig, 2004 ; Gongalves et al.,

2005).

Afin de mieux comprendre les changements thermodynamiques se produisant durant
la titration, les isothermes de liaison ont ét¢ ajustés en utilisant différents modeles fournis par
le logiciel « Origine MicroCal ». Les meilleurs résultats ont été obtenus avec le modéle a
« deux sites de liaison ». Toutefois, l'existence de deux sites de liaison différents et
indépendants n'a pas de bases physiques claires lorsqu'on traite des interactions entre deux
macromolécules. Ce modele pourrait étre interprété par la présence de deux phases de
structuration distinctes au cours de l'interaction entre la GA et la BLG ou la GAQ et la BLG.
Il est intéressant de noter que le modéle a « deux sites de liaison » a également été appliqué
pour 1’étude des interactions entre BLG et pectine. Cependant, les résultats obtenus ont été
exclusivement discutés en termes de modele a « deux étapes de structuration » (Girard et al.,

2003b).

Les stoechiométries de liaison (N), les constantes d’association (K,), les variations
d’enthalpie (AH;,), d'entropie (AS;,) et de ’énergie libre de Gibbs (AG,,) obtenues sont

indiqués dans le tableau 3.1 (premiere phase) et le tableau 3.2 (seconde phase).

Durant la premicre phase de structuration (Tableau 3.1), la GA et la GAQ interagissent
avec une trés forte affinité (Ky = (48,4 + 3,6) x 10’ M pour la GA et K,; = (44,6 + 1,6) x 10’
M pour la GAQ) pour la BLG. La complexation est principalement contrdlée par I’enthalpie
avec des valeurs ¢€levées de AH,, (AHy, =-578,7 £ 7,6 kcal.mole™ pour GA et AH,,; =-549,2
+ 16,3 kcal.mole™ pour la GAQ) en raison d’une forte contribution exothermique,

principalement induite par des interactions ¢lectrostatiques entre la GA ou la GAQ et la BLG.
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Certains travaux suggerent que d’autres types d'interactions tels que les liaisons hydrogéne et
les interactions de Van der Waals pourraient étre associées aux valeurs négatives de AH,, et
AS,, (Sakka et al., 2003 ; Barratt et al., 2005). Sur cette base, il a été suggéré que I'étape
exothermique comprend, en plus des interactions électrostatiques, la contribution des liaisons
hydrogene. Toutefois des contributions entropiques défavorables et de valeurs équivalentes
ont été enregistrées (TAS, = -566,4 + 8,4 kcal.mole™ pour la GA et TAS,; =-536,6 £ 16,8
kcal.mole™ pour la GAQ), indiquant que 1'équilibre entre les contributions enthalpiques et

entropiques prévaut dans cette premiére phase.

Tableau 3.1 : Paramétres d’interaction correspendant a la premiére phase de complexation entre la gomme
d’Acacia ou la gomme d’Acacia-quercétine et la f-lactoglobuline, obtenus lors de la titration d’une dispersion de
B-lactoglobuline (0,6 % p/p) par une dispersion de gomme d’Acacia (1,8 % p/p) ou par une dispersion de gomme
d’Acacia-quercétine (1,8 % p/p) a 25 °C et a pH 4,2. N : stoechiométrie, K, : constante d’association, AH,, :
variation d’enthalpie, AS,, : variation d'entropie et AG,, : variation de 1’énergie libre de Gibbs.

Mélange N, x 10* Ka, M) x 10"  AH,, (kcal.mole’)  TAS,, (kcal.mole?)  AG,, (kcal.mole™)
GA/BLG 110,5+0,2 48,4 +3,6 -578,7+7,6 -566,4 + 8,4 -122+0,7
GAQ/BLG 87,5+0,7 449+ 1,6 -5492+ 16,3 -536,6+16,8 -12,5+0,5

A partir de la steechiométrie (N), nous avons constaté que pres de 90 et 114 dimeres de
BLG ont respectivement interagit avec la GA et la GAQ au cours de la premiére étape de
structuration. En effet un déplacement de I’isotherme de liaison vers des valeurs de ratio
molaires GA:BLG moins ¢élevées a été observé (Figure 3.7). Cela pourrait signifier que la
GAQ possede un plus grand nombre de charges négatives en comparaison avec la GA. La
GAQ requerrait ainsi un plus grand nombre de molécules de BLG afin d’étre saturée. Cette
différence s’expliquerait par la densité de charges négatives plus élevée observée pour la
GAQ (chap. II, § 3.2) et confortant ainsi 1’idée de la prédominance des interactions

¢lectrostatiques.
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Figure 3.7 : Isothermes de liaison correspondant a la titration d’une dispersion de B-lactoglobuline (0,6 %, p/p)
par une dispersion de gomme d’Acacia (1,8 %, p/p) () ou par une dispersion de gomme d’Acacia-quercétine
(1,8 %, p/p) (0) A pH 4,2 et 225 °C.

La seconde phase de structuration (Tableau 3.2) est caractérisée par une entropie de
liaison favorable (TAS,, = 158,5 + 4,3 kcal.mole™ pour la GA et TAS,, = 151,5 = 2,0
kcal.mole™ pour la GAQ) et une enthalpie défavorable (AH,,, = 145,8 = 8,9 kcal.mole™ pour
la GA et AH, = 140,5 £ 4,1 kcal.mole™ pour la GAQ). Environ 80 dimeres de BLG ont été
impliqués dans le processus d'interaction avec la GA et la GAQ, mais avec des affinités plus
faibles que celles observées lors de la premiére étape (Ka, = (1,1 £ 0,1) x 10’ M pour la GA

et Koo =(1,1£0,1)x 10’ M pour la GAQ).

Tableau 3.2 : Paramétres d’interaction correspondant a la seconde phase de complexation entre gomme
d’Acacia ou gomme d’Acacia-quercétine et B-lactoglobuline, obtenus lors de la titration d’une dispersion de f3-
lactoglobuline (0,6 % p/p) par une dispersion de gomme d’Acacia (1,8 % p/p) ou une dispersion de gomme
d’Acacia-quercétine (1,8 % p/p) a 25 °C et a pH 4,2. N : stoechiométrie, K, : constante d’association, AH,, :
variation d’enthalpie, AS,, : variation d'entropie et AG,, : variation de 1’énergie libre de Gibbs.

Mélange N, x 10* Ka, M) x10”  AH,,; (kcal.mole’)  TAS,, (kcal.mole’)  AG,,(kcal.mole™)
GA/BLG 127,0+0,1 1,1 +0,1 1458 + 8,9 158,5+4,3 -12,7+45
GAQ/BLG 126,0 5,6 1,2+0,1 140,5 £ 4,1 151,5+2,0 -11,0+£2,1
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La variation de 1’énergie libre de Gibbs est négative dans les deux systémes étudiés
(GA/BLG et GAQ/BLG) et pour chaque phase de structuration. Les valeurs sont équivalentes
dans les deux systeémes étudiés et ne varient pas significativement de la premiére a la seconde

phase de structuration (~ 11-13 kcal.mole™) (Tableaux 3.1 et 3.2).

Les variations d'enthalpie observées lors de cette seconde phase de complexation
endothermique pourraient étre dues a des changements survenus dans les forces d'interactions
intermoléculaires, a la présence d'un réseau de complexes inter-polymériques, a des
changements de conformation ou a l'agrégation des biopolymeres (Schmitt et al., 2000 ;
Rutten et al., 2002 ; Girard et al., 2003b ; Wangsakan et al., 2003 ; Bordbar et al., 2008). De
plus, on pourrait aussi s'attendre a ce qu’il y ait condensation des agrégats a ce stade de la
complexation, en parallele avec une libération de molécules d'eau. Cela pourrait provoquer la
rupture de liaisons hydrogeéne et conduire a l'apparition de pics endothermiques (Girard et al.,
2003b ; Wangsakan et al., 2003). Selon la théorie de Tainaka (1979), le processus appelé
complexation commence a ce stade de la structuration, lorsqu’il y a agrégation des complexes
intrapolymériques qui se réorganisent lentement afin de former des coacervats. Ce mécanisme
s’appuie sur une augmentation de l'entropie configurationnelle par formation d'une phase
concentrée en coacervats et sur la dilution de la phase contenant les agrégats (Veis et Aranyi,
1960). 11 y a d’abord formation de complexes intrapolymeriques solubles conduite par une
enthalpie favorable en raison essentiellement d’interactions électrostatiques. Cette étape était
suivie par une agrégation en complexes interpolymériques insolubles, résultat de paramétres

enthalpiques défavorables et de parametres entropiques favorables.
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5.2. Effet de la température sur les caractéristiques thermodynamiques

L'effet de la température a été étudi¢ dans une gamme de températures allant de 25 °C
a 50 °C. Le premier objectif de cette expérimentation était de vérifier si d'autres interactions
de faible énergie (interactions hydrophobes et liaisons hydrogeéne) auraient pu jouer un role
important dans la complexation de la GA ou la GAQ avec la BLG. Le second objectif était le
calcul de la capacité calorifique AC,, fortement sensible aux interactions entre les résidus des
macromoléculaires et les molécules de solvant (Jelesarov et Bosshard, 1999 ; Ladbury et

Williams, 2004 ; Olsson et al., 2008).

Deux étapes de structuration ont été observées durant le titrage de la BLG par la GA et
par la GAQ et cela quelle que soit la température appliquée (Figures 3.8 et 3.9). La prévalence
des contributions enthalpiques ou entropiques au cours des deux étapes a été¢ fortement
tributaire de la température. A 25 °C et a 35 °C, une séquence exothermique-endothermique a
¢té enregistrée durant la titration. Ces résultats indiquent que la premicre étape de
structuration est controlée par I’enthalpie tandis que la seconde est controlée par 1'entropie. Il

est aussi intéressant de noter que 1’intensité des pics des thermogrammes plus faible a 35 °C.

Les thermogrammes obtenus a 45 °C et a 50 °C ont révélé qu’il y avait d'abord

absorption puis libération de chaleur pendant la titration (Figure et 3.8).
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Figure 3.8 : Thermogrammes correspondant a la titration d’une dispersion de B-lactoglobuline (0,6 %, p/p) par
une dispersion de gomme d’Acacia (1,8 %, p/p) (A) ou par une dispersion de gomme d’Acacia-quercétine (1,8
%, p/p) (B) a différentes températures : 25 °C, 35 °C, 45 °C et 50 °C.

Les isothermes de liaison affichent alors une séquence endothermique-exothermique
(Figure 3.9). L’enthalpie de liaison est positive et défavorable durant la premicre phase de
structuration (Tableaux 3.3 et 3.5) alors qu'elle est négative et favorable au cours de la
seconde phase (Tableaux 3.4 et 3.6). D'autre part, 1'entropie de liaison est favorable (positive)
au cours de la premicre phase de structuration et est défavorable (négative) au cours de la

seconde phase. Un autre point intéressant concerne 1’enthalpie de liaison enregistrée en fin de
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titration. Comme observé a 25 °C, les valeurs d’enthalpie de liaison obtenues étaient

négatives pour toutes les températures étudiées (Figure 3.9).

200 200
(a) (b)
[ N =
100 B H\u 100 gf'\f\
\%\OOOOOJ/.....' \E
_0-0-9_
0—------- & AA---- - 'Eﬁaﬁﬁ a25-0a s T O04-------5 .’O-?-O-\Q}& o e
J '§m S LRI -?E E - E 9 O/O e E:g:g:giu\8;0:8:82818:8:8
O/ B E Y / .iD\ /D/D:E;lfl*lflfl—l— “0-3-9-3-8-8
-100 - J 1004 o9 opet
K2
o
-200 4 E -200 A °
S
. <
T
-300 < -300 A
[ ]
[ ]
-400 / -400 /
° [ )
/ v/
-500 / -500 e
.\./. ./
%
-600 -600 -
T T T T T T T T
0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,00 0,01 0,02 0,03

Ratio molaire gomme d'Acacia:B-lactoglobuline

Ratio molaire gomme d'Acacia:B-lactoglobuline

Figure 3.9 : Isothermes de liaison correspondant a la titration d’une dispersion de B-lactoglobuline (0,6 %, p/p)
par une dispersion de gomme d’Acacia (1,8 %, p/p) (a) ou par une dispersion de gomme d’Acacia-quercétine
(1,8 %, p/p) (b) a différents températures : 25 °C (@), 35 °C (0), 45 °C (m) et 50 °C (O).

Tableau 3.3 : Paramétres d’interaction correspendant a la premiére phase de complexation entre la gomme
d’Acacia et la B-lactoglobuline, obtenus lors de la titration d’une dispersion de pB-lactoglobuline (0,6 %, p/p) par
une dispersion de gomme d’Acacia (1,8 %, p/p) a 25 °C, 35 °C, 45 °C ou 50 °C et a pH 4,2. N : stoechiométrie,
K, : constante d’association, AH,, : variation d’enthalpie, AS,, : variation d'entropie et AG,, : variation de 1’énergie

libre de Gibbs.

Temperature °C) N, x 10* Ka, M) x 10"  AH,, (kcal.mole™’) TAS,, (kcal.mole™) AG,, (kcal.mole™)
25 110,5+0,2 48,4 +3,6 -578,7+7,6 -566,4 + 8,4 -12,2+0,7

35 41,5+0,2 19,0+ 3,6 -90,8+12,8 -79,2+13,0 -11,6 £0,2

45 65,0+ 0,2 2445+ 15,9 157,4+3,3 171,0£2,9 13,5+ 04
50 75,0 0,0 852,0 +£43,5 107,4+9,4 1223+8,9 -14,8£0,5
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Tableau 3.4 : Parameétres d’interaction correspendant a la seconde phase de complexation entre la gomme
d’Acacia et la B-lactoglobuline, obtenus lors de la titration d’une dispersion de B-lactoglobuline (0,6 %, p/p) par
une dispersion de gomme d’Acacia (1,8 %, p/p) a 25 °C, 35 °C, 45 °C ou 50 °C et a pH 4,2. N : stoechiométrie,
K, : constante d’association, AH,, : variation d’enthalpie, AS,, : variation d'entropie et AG,, : variation de 1’énergie
libre de Gibbs.

Temperature (°C) N, x 10* Ka, M) x 10"  AH,,; (kcal.mole)  TAS,,; (kcal.mole™)  AG,,(kcal.mole™)

25 127,04 0,1 1,1+0,1 1458 +8,9 158,5 +4,3 12,7445
35 121,5+03 0,6 + 0,0 63,3 +4,7 71,3+24 8,0+23
45 90,0 + 0,1 6,9+0,4 443 +0,8 -333+0,5 11,0402
50 78,0 £ 0,4 19,0+ 1,4 48,4+2,6 37415 11,0+ 1,1

Tableau 3.5 : Paramétres d’interaction correspendant a la premiére phase de complexation entre la gomme
d’Acacia-quercétine et la f-lactoglobuline, obtenus lors de la titration d’une dispersion de B-lactoglobuline (0,6
%, p/p) par une dispersion de gomme d’Acacia-quercétine (1,8 %, p/p) a 25 °C, 35 °C, 45 °C ou 50 °C et a pH
4,2. N : stoechiométrie, K, : constante d’association, AH,, : variation d’enthalpie, AS,, : variation d'entropie et
AG,, : variation de I’énergie libre de Gibbs.

Temperature (°C) N, x 10* Ka, M) x 10"  AH,, (kcal.mole™) TAS,, (kcal.mole’)  AG,, (kcal.mole™)

25 87,5+0,7 449+1,6 25492+ 16,3 -536,6+16,8 ~12,5+0,5
35 38,0 2.8 18,5+2.,8 978+11,2 86,1 £11,1 11,7 +0,1
45 60,5+ 0,7 440,0 + 14,1 165,7 +3,8 179,9 3.8 14,1 +0,1
50 61,5+0,7 187,0+21,2 165,6 0,0 1793 +0,0 -13,7+0,0

Tableau 3.6 : Paramétres d’interaction correspendant a la seconde phase de complexation entre la gomme
d’Acacia-quercétine et la f-lactoglobuline, obtenus lors de la titration d’une dispersion de B-lactoglobuline (0,6
%, p/p) par une dispersion de gomme d’Acacia-quercétine (1,8 %, p/p) a 25 °C, 35 °C, 45 °C ou 50 °C et a pH
4,2. N : stoechiométrie, K, : constante d’association, AH,, : variation d’enthalpie, AS,, : variation d'entropie et
AGy, : variation de I’énergie libre de Gibbs.

Temperature °C) N, x10*  Ka, M) x 107  AH,, (kcal.mole™)  TAS,, (kcal.mole’)  AG,,(kcal.mole™)

25 126,0+5,6 12+0,1 140,5 £ 4,1 151,5+2,0 11,0 £2,1
35 112,0+ 1,4 0,4+0,1 67,1 +2.4 774+1,1 -102+1,2
45 86,5+ 0,7 11,509 441+1,0 31,8+0,5 122404
50 82,5+0,7 53+08 55,6+ 0,4 443 40,3 S11,2£0,1

La dépendance de la variation d'enthalpie AHy, a la température a été déterminée au
cours des deux étapes de structuration pour le mélange BLG:GA et la mélange BLG:GAQ

(Figure 3.10).
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Figure 3.10 : Dépendance des variations d'enthalpie AH,,; (®) et AH,,, (©) a la température durant la titration
d’une dispersion de B-lactoglobuline (0,6 %, p/p) par une dispersion de gomme d’Acacia (1,8 %, p/p).

Les pentes des droites obtenues dans la figure 3.10 (AH,, en fonction de la
température) représentent la variation de capacité calorifique (AC,) pour chaque mélange et
pour les deux phases de structuration. Dans le cas du mélange BLG:GA, le AC,, était de 28,5
kcal.mole™ K™ pour la premiére phase et de -8,3 kcal.mole”.K™' pour la seconde, avec

respectivement, des coefficients de corrélation de 0,88 et 0,97.

Pour le mélange BLG : GAQ, le AC’}, était de 30,4 keal.mole™ K pour la premiere
phase et de -8,1 kcal.mole” K™ pour la seconde, avec respectivement, des coefficients de
corrélation de 0,92 et 0,97. Les coefficients étaient moins bons pour la premiere phase de

structuration, mais il n'y a aucun doute sur le fait que les valeurs de AC, soient élevées et
9 p

positives.
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Figure 3.11 : Dépendance des variations d'enthalpie AH,,; (®) et AH,;;; (©) a la température durant a la titration
d’une dispersion de B-lactoglobuline (0,6 %, p/p) par une dispersion de gomme d’Acacia-quercétine (1,8 %, p/p).

Dans la plage de température considérée (Figures 3.10 et 3.11), AC, n’était pas
dépendante de la température. Les différents signes portés par AC, indiquent qu’il existe
différents mécanismes d'interaction entre les macromolécules ou les complexes
macromoléculaires et le solvant. Une ¢élévation de la température conduit a une diminution de
la force d'interaction au cours de la premiére phase de structuration et a une augmentation de

cette force au cours de la seconde phase.

Les basses températures sont propices a la formation des liaisons hydrogenes. Une
¢lévation de température conduit a I’augmentation des interactions hydrophobes et des
liaisons covalentes par 1'exposition des sites réactifs par dénaturation thermique des protéines
globulaires et par les changements conformationnels des structures de polysaccharides (Kelly
et al., 1994). La diminution des forces d'interaction et la disparition des pics endothermiques
avec l’augmentation de la température pourraient étre attribuées a la rupture des liens

hydrogéne.
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La capacité calorifique est le résultat de changement du degré d'hydratation de surface
des molécules libres et complexées (Jelesarov et Bosshard, 1999). Les valeurs élevées et
positives de AC, obtenues pour la premiére phase de structuration (Figures 3.10 et 3.11) sont
la signature typique d’une réaction de neutralisation de charges (Gomez et al., 1995 ; Ziegler
et Seelig, 2004 ; Gongalves et al., 2005 ; Chung et al., 2007 ; Klocek et Seelig, 2008). Ces
résultats confirment la réduction du nombre de résidus polaire exposés a la surface (Hileman

et al., 1998).

Divers travaux ont été menés afin d’étudier l'effet de la température sur la formation
de complexes protéines / polysaccharides (Harding et al., 1993 ; Sanchez et al., 2001 ; Fang et
al., 2006). L'influence de la température sur la cinétique de coacervation complexe entre BLG
et GA (pH 3,6, ratio massique GA:BLG de 1:1 et une concentration totale en biopolymeére de
2 %), a été étudiée par Sanchez et al, (2001) a 25 et a 50 ° C. La séparation de phase était plus
rapide a 50 © C et la taille des coacervats était différente pour les deux températures étudiées.
L'influence de la température pourrait s'expliquer par la présence d'agrégats de protéines dans
la dispersion de BLG. Ces agrégats peuvent €tre plus sensibles aux températures ¢élevées et
accélérer la séparation de phase. Harding ef a/, (1993) ont montré I’effet de la température sur
les changements de conformation de BSA (sérum albumine bovine) et les complexes qui en
résultent aprés association avec de l'alginate. Aucun complexe n’a été¢ détecté entre 35 et 70
°C. La complexation n’a été effective qu’a partir de 70 °C. La formation de complexes sérum
albumine bovine / alginate est principalement liée aux modifications conformationnelles de la
BSA aux alentours de sa température de dénaturation (55 °C). D'autres groupes hydrophobes
peuvent étre exposés, favorisant ainsi la formation de complexes. Des effets similaires
concernant la température ont été observés durant la formation de complexes entre la gélatine

et le k-carraghénane (Fang et al., 2006).
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Lors de la seconde phase de structuration (Figures 3.10 et 3.11), les valeurs de AC,
¢taient négatives. Ce phénomene est du a des contributions hydrophobes au processus
d’interaction (Gomez et al., 1995 ; Hileman et al., 1998) et au changement de la surface
accessible au solvant lors de la complexation (Baker et Murphy, 1998 ; Cooper, 2000). L’effet
hydrophobe conduisant a I’obtention d’une AC,, négative résulte de la libération de molécules

d'eau, les zones accessibles au solvant se réunissent alors pour former un complexe purement

hydrophobe (Brockhaus et al., 2007).

Une valeur élevée de AC,, qu’elle soit positive ou négative, conduit a des variations
importantes de AH;,, mesurées et AS;, calculées en fonction de la température. Une relation a
¢été établie entre les enthalpies et les entropies de liaison pour les deux phases de structuration

et pour les deux systémes étudiés (Figures 3.12 et 3.13).
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Figure 3.12 : compensation enthalpie-entropie durant la titration d’une dispersion de B-lactoglobuline (0,6 %,
p/p) par une dispersion de gomme d’Acacia (1,8 %, p/p) a pH 4,2. (e) premiére phase de structuraion, (©)
seconde phase de structuration.
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Figure 3.13 : compensation enthalpie-entropie durant la titration d’une dispersion de B-lactoglobuline (0,6 %,
p/p) par une dispersion de gomme d’Acacia-quercétine (1,8 %, p/p) a pH 4,2. () premiére phase de
structuration, (0) seconde phase de structuration.

Une relation presque parfaite et linéaire a été¢ obtenue. Tout changement d'enthalpie
est accompagné par une variation similaire de l'entropie. Une compensation entropie-
enthalpie a donc lieu. AH, et AS,, ont tendance a se compenser afin de minimiser les
variations de 1’énergie libre de Gibbs AG,, (Tableaux 3.3, 3.4, 3.5 et 3.6), qui est alors moins

sensible aux fluctuations de température (Cooper, 2000).

6. Conclusion

Les caractéristiques thermodynamiques des interactions de la GA avec la BLG et de la GAQ avec la

BLG ont été étudiées par calorimétrie de titration isotherme, en dispersion aqueuse et a pH 4,2. Des résultats

similaires ont été obtenus pour les deux systémes étudiés. Les résultats obtenus indiquent qu’il

existe deux étapes distinctes de structuration au cours de l'interaction entre la GA et la BLG et entre la GAQ et la
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BLG. Il y a apparition d’une séquence exothermique-endothermique qui s’inverse avec
I’¢lévation de la température.

La premiere étape est controlée par I’enthalpie avec une entropie de liaison
défavorable, principalement en raison des interactions électrostatiques entre la GA et la BLG
ou entre la GAQ et la BLG. La AC, positive obtenue a cette étape est la signature
d’interactions électrostatiques, en raison de la réduction du nombre de résidus polaires
exposés en surface. En plus de ces interactions électrostatiques, il y a des contributions liées

aux liaisons hydrogéne.

Au cours de la seconde étape de structuration, la réaction est controlée par 1'entropie.
Les complexes intra-polymériques s’agreégent et se condensent pour former des structures
supramoléculaires denses. Un changement dans I’accessibilité du solvant a la surface durant le
processus de complexation est le premier facteur contribuant aux valeurs négatives de AC,
obtenues. Cela indique qu’il y a contribution de liaisons hydrophobes au processus de

complexation.

La séquence exothermique-endothermique observée suggere d'autres contributions
énergétiques telles que la libération d’ions et de molécules d’eau, des changements de
conformation des biopolymeéres et / ou agrégation de complexes protéine-polysaccharide

formés.

La présente étude avait pour but, une meilleure compréhension des mécanismes
thermodynamiques a 1'origine du processus de complexation entre GA et BLG et entre GAQ
et BLG. Néanmoins, ['utilisation de méthodes complémentaires serait utile pour mieux
comprendre la nature des interactions en jeu entre et 'ampleur des complexes formés. L’étape

suivante de 1’étude est de caractériser les différentes entités structurales formées durant la
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complexation entre la GA et la BLG ou la GAQ et la BLG en utilisant la méme approche par

titration.
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Chapitre 4 : Etude mésoscopique des complexes formés lors de la
titration de la B-lactoglobuline par la gomme d’Acacia et la
gomme Acacia-quercétine

1. Introduction

Les résultats obtenus lors de I’étude des mécanismes thermodynamiques a l'origine du
processus de complexation entre la GA et la BLG et entre la GAQ et la BLG (Chapitre III),
ont fait apparaitre la nécessité d’adopter une approche a plusieurs niveaux d’observation afin
de mieux caractériser les différentes phases de complexation. L’étude qui suit avait pour
objectif de comprendre les transitions structurales a différentes échelles lors de la

complexation entre la BLG et la GA ou la GAQ dispersées dans I’eau déionisée.

Des informations sur la complexation, la séparation de phase et méme la redissolution
dans des solutions polyélectrolyte — macroion ont été étudiées par des simulations numériques
de Monte Carlo (Carlsson et al., 2003 ; Skepo et Linse, 2003) pour en décrire le mécanisme et
les conditions de formation ainsi que les structure des complexes formés (Akinchina et Linse,
2002). Les transitions structurales et morphologiques ont ¢té¢ déterminées dans les systemes
polymere — polymére et protéine — polyélectrolyte essentiellement par 1’utilisation de
techniques expérimentales telles que la titration turbidimétrique (Dubin et Murrell, 1988 ;
Park et al., 1992 ; Xia et al., 1993a ; Mattison ef al., 1995 ; Kaibara et al., 2000 ; Weinbreck
et al., 2003) la diffusion quasi-€lastique et statique de la lumiére (Dubin et Davis, 1984 ;
Dubin et Murrell, 1988 ; Park ef al., 1992 ; Xia ef al., 1993a ; Xia et al., 1993b ; Kaibara et
al., 2000 ; Weinbreck et al., 2003) et la mobilité électrophorétique (Xia et al., 1993a ; Xia et
al., 1993b). Dans ce travail, des méthodes complémentaires ont été utilisées pour mieux

identifier les différentes entités structurales formées durant la complexation entre la GA et la
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BLG ou la GAQ et la BLG. Cette caractérisation a été effectuée en utilisant la méme approche

par titration que pour I’'ITC.

Des mesures de taille par diffusion dynamique de la lumiere, de turbidité et de mobilité
¢lectrophorétique ont permis de déterminer les transitions structurales des complexes formés
par la titration de la BLG par la GA ou la GAQ. La spectroscopie infrarouge a transformée de
Fourier a été utilisée par la suite afin d’étudier I’effet de la complexation sur la structure

secondaire de la BLG.

2. Matériels et méthodes

2.1. Matériels

La B-lactoglobuline (BLG) (lot JE 003-6-922) a été fournie par Davisco Foods
International Inc. (Etats-Unis). La poudre contenait (en g/100g de poudre humide) : 93,6% de
protéines, 4.6% d’humidité, et 1.8% de cendres. La composition minérale (en g/100g de
poudre) était : Mg®": 0,002, Ca*": 0,025, Na": 0,9, K": 0,007, CI": 0,05.

La gomme d’Acacia (GA) (lot no. 97 J 716) a ¢t¢ fournie par la société CNI (Colloides
Naturels International, Rouen, France). La poudre contenait (en g/100g de poudre humide) :
89.4% de polysaccharides, 7,0% d’humidité, 0,6 % de protéines et 3.0% de cendres. La
composition minérale (en g/100g de poudre) était : Mg>™: 0,2, Ca®>": 0,61, Na": 0,032, K':
0.,9.

La quercétine (3,3°,4’°,5,7-penthahydroxyflavonone) a été fournie par Sigma-Aldrich (pureté >

98 %)
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2.2. Préparation des dispersions de pB-lactoglobuline (BLG), de gomme

d’Acacia (GA) et de gomme d’Acacia-quercétine (GAQ)

Des dispersions de BLG, de GA et GAQ ont été¢ préparées par dispersion de la
quantité nécessaire de poudre pour obtenir la concentration désirée en protéine et
polysaccharide dans de 1’eau déionisée ultrapure (résistivité : 18,2 m€) sous une agitation
modérée pendant 2 heures a 20 = 1°C. Le pH de la dispersion de BLG a été ensuite ajusté a
4,80 (pH de solubilité minimale de la BLG) avec du HCL IN et 0,IN. Les dispersions ont été
ensuite stockées sans agitation pendant 18 heures a 4 + 1°C pour permettre une bonne
hydratation des biopolymeres. Les dispersions ont été ensuite centrifugées a 10 000g pendant
30 minutes afin d’¢liminer les bulles d’air, les particules insolubles ainsi que les agrégats de
BLG. La concentration de la dispersion de BLG a été vérifiée par spectrophotométrie a 278
nm en utilisant un coefficient d’extinction molaire de 9,6 dl/cm.g, déterminé
expérimentalement. La densité optique a 278 nm a été corrigée par la turbidité.

La concentration finale en biopolymeére dans les dispersions réalisées était de 0,6 % (p/p) de

BLG et de 1,8 % (p/p) de GA et GAQ.

2.2.1. Taille et distribution de taille des particules

Les mesures de taille des particules formées lors de la titration de la dispersion de
BLG par les dispersions de GAQ ou de GA a pH 4,2 ont été réalisées sur un appareil de
diffusion dynamique de la lumiere type Nanosizer ZS (HPPS 5001, Malvern Instruments,
Angleterre), ayant une gamme de mesure de taille allant de 0,6 nm a 6 um. Il est équipé d’un
faisceau laser de type He/Ne (puissance 4 mW) de longueur d’onde 633 nm, d’un détecteur a
photodiode, d’un photomultiplicateur et d’un corrélateur. Les mesures ont été effectué¢es dans
les mémes conditions expérimentales que pour ’ITC a I’exception de la concentration en

biopolymeres qui a été réduite au dixiéme afin d’éviter la saturation au niveau du détecteur.
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Des cuvettes verticales de 10 mm de trajet optique ont été utilisées comme cellules de mesure.
Les mesures ont été effectuées a un angle de diffusion de 173° et a une température de 25°C.
Les fonctions d’autocorrélation ont été analysées par 1’algorithme d’analyse CONTIN
(modele de calcul intégré dans le logiciel Malvern) permettant de déterminer la distribution
des coefficients de diffusion translationnelle (Dr). Le coefficient de diffusion Dt (m%.s™) est
reli¢ au rayon hydrodynamique (Ry) des particules qui diffusent selon la relation de Stokes-
Einstein:

DT = kBT/67IT]Rh

avec M la viscosité du solvant (Pa.s) et kgT I’énergie thermique. Les résultats obtenus par
I’algorithme CONTIN permettent de déterminer les distributions de Ry et 1’amplitude

respective de chaque population de particules.

2.2.2. Mobilité électrophorétique

Les mesures de mobilité électrophorétique des particules formées lors de la titration de
la dispersion de BLG par les dispersions de GAQ ou de GA a pH 4,2 ont été réalisées sur un
Nanosizer ZS (HPPS 5001, Malvern Instruments, Angleterre) équipé d’un faisceau laser de
type He/Ne (puissance 4 mW) de longueur d’onde 633 nm. Les mesures de mobilité
¢lectrophorétique sont alors effectuées par Electrophoreése Laser Doppler (ELD). Le principe
de ’ELD est de provoquer la migration des particules d’un échantillon contenue dans la
cellule de mesure en appliquant une tension alternative avec deux électrodes. Les particules
sont en mouvement dans un réseau d’interférences généré par le croisement des deux
faisceaux laser. La vitesse des particules est ainsi évaluée par mesure de fluctuation

temporelle de [Dintensit¢ diffusée par la particule en mouvement. La mobilité
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¢lectrophorétique est calculée a partir de la vitesse des particules en appliquant la théorie de

von Smoluchowski modifiée par Henry (Hunter, 1986) selon I’équation :

HE=V/E

ol v est la vitesse des particules (um.s"'), E le champ électrique appliqué par unité de
longueur (V.cm™) et pg la mobilité électrophorétique (um.cm.s™. V™', abrégé dans la suite du
texte par e.m.u. pour unité de mesure électrophoréique). L’appareil a d’abord été étalonné
avec une solution standard DTS005 de latex (potentiel Zéta de -50 mV). Les mesures ont été

effectuées a une température de 25°C.

La mobilité électrophorétique d’une particule est considérée comme sa vitesse par
unité de champ électrique. Elle est convertie en valeur de potentiel z€ta en la multipliant par
un facteur dépendant de la permittivité et de la nature du milieu, comme cela est décrit par
I’équation Henry:

- 3nf(xa)

2 HE

ou ¢ est la permittivité, n la viscosité du milieu de dispersion, f (ka) est une fonction liée a la
proportion entre la taille (a) caractéristique du systeme et la longueur de Debye (1/x) (Kimura

et al., 2002).

2.2.3. Mesure de la turbidité

Un spectrophotometre Ultrospec 4000 UV/Visible (Pharmacia Biotech, Angleterre) a
été utilisé pour suivre 1’évolution de la turbidité lors de la titration de la dispersion de BLG
par les dispersions de GAQ ou de GA a une longueur d’onde de 633 nm. Les échantillons ont

¢té¢ placés dans des cuvettes en plastique de 10 mm de trajet optique. Les mesures ont été

rrrrrr
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T =(-1/L) In(Iy/Iy)

avec L le trajet optique (cm), I; 'intensité lumineuse transmise et Iy ’intensité lumineuse

incidente.

2.2.4. Microscopie optique

Un microscope a épi-fluorescence (Leica DMRB, Wetzlar, Germany) a été utilisé pour
étudier les changements structuraux dans les mélanges BLG/GA et BLG/GAQ lors de la
titration d’une dispersion de BLG a 4,5% (p/p) par des dispersions de GA ou de GAQ a 1,5%
(p/p) a 25°C et pH 4,2. Le microscope était reli¢ a une caméra CCD (Kappa opto-electronics
GmbH, Allemagne) contrélé par un logiciel d’acquisition d’image (Kappa ImageBase 2.5).
Un échantillon de 10 pl a été prélevé dans les mélanges a différents ratios molaires et mis
entre lame et lamelle et des micrographies ont été prises a un agrandissement de x40. Le
contrast et la luminosité des images ont été traités a I’aide d’un logiciel de traitement

d’images ImageJ v1.4.

2.2.5. Spectroscopie Infra-Rouge a Transformée de Fourier

La structure secondaire de la BLG (2 % p/p) durant la titration par la GA (6 % p/p) ou la
GAQ (6 % p/p) a été étudiée par spectroscopie infra-rouge a transformée de Fourier (FTIR)
utilis¢ dans la configuration d’atténuation totale de réflectance (ATR), qui est bien adaptée

aux échantillons liquides.

Les mesures ont été effectuées a 25 °C avec un spectrometre Bruker Tensor 27 (Bruker,
Karlsruhe, Allemagne) équipé d'une cellule optique en cristal (en ZnSe) Bio-ATR 1II et d’un
détecteur MCT (mercure-cadmium-tellure) refroidi a 1’azote liquide (Bruker, Karlsruhe,

Allemagne). Pour chaque spectre (t¢émoins et échantillons), 128 scans ont été collectés entre
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4000 et 500 cm™ avec une résolution de 4 cm™ et une vitesse de balayage de 20 kHz. Le
traitement des données a été effectué¢ en utilisant le logiciel OPUS (Bruker, Karlsruhe,
Allemagne). Les spectres d'absorption brutes ont été lissés au moyen d'une fonction Savitsky-
Golay a neuf points. Une correction élastique de la ligne de base a été appliquée aux spectres
ainsi que la soustraction du spectre du solvant, les spectres ont ensuite été coupés entre 1720
et 1580 cm™ puis normalisés.

La quantification de I’effet de la titration de la BLG par la GA et la GAQ sur la
structure secondaire de la protéine a été étudiée par déconvolution de la bande amide I par
calcul de la dérivée seconde du signal d’absorbance et par 1’ajustement (fit) des courbes
obtenues. Le pourcentage de chaque composant de la structure secondaire (feuillets-p,
structure en hélice-a, coudes P et structure désordonnée) a été déterminée comme suit

(Ngarize et al., 2004) :

aire de la structure secondaire

%% en structures secondaire =
aire de la bande amide I

3. Résultats et discussion

3.1. Taille et distribution de taille des particules

Les mesures par DLS ont données des informations sur I’évolution du diamétre
hydrodynamique lors de la titration de la BLG par la GA et la GAQ (Figures 4.1 et 4.2). Le
Dy de BLG, de GA et de GAQ a été déterminé a pH 4,2 et 25 ° C avant la titration (résultats
non présentés). La dispersion de BLG est caractérisée par un seul pic monodisperse avec un
diamétre hydrodynamique de 4,8 nm. Des valeurs similaires de Dy ont été précédemment
mesurées (Renard, 1994 ; Schmitt et al., 2000 ; Schmitt et al., 2005). Schmitt et a/, (2000 ;
2005) ont montré que cela était représentatif de 1'équilibre entre les formes monomériques et

dimériques de la BLG, la différence de diamétre hydrodynamique entre ces deux especes

159



Chapitre 4

étant trop faible pour permettre de les discriminer. L'échantillon de GA a révél¢ la présence de
macromolécules polydisperses. Ceci est principalement da a la nature complexe de la gomme
qui est composée de différentes fractions moléculaires (Renard et al., 2006). Bien que la
polydispersit¢ implique de considérer les résultats de DLS avec prudence, le diamétre
hydrodynamique moyen mesuré était autour de 30 a 40 nm. Ces résultats sont comparables
avec les valeurs rapportées par (Renard et al., 2006). Concernant la GAQ, les mesures du Dy, a
pH 4,2 ont donné des valeurs tournant autour de 250 nm. Les mémes résultats ont été obtenus

dans le chapitre II.
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Figure 4.1 : Evolution du diamétre hydrodynamique (D;) des particules en fonction du ratio molaire gomme
d’Acacia : PB-lactoglobuline durant la titration d’une dispersion de PB-lactoglobuline (0,06 % p/p) par une
dispersion de gomme d’Acacia (0,18 % p/p) a pH 4,2 et a 25 °C. (@) et (o) représentent deux expériences
indépendantes.

Les Dy, des particules obtenues par la titration de la BLG par la GA sont représentés

par la figure 4.1. A la premiére injection de la GA dans la BLG, a un ratio molaire GA:BLG
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de 0,001, le Dy des complexes était d’environ ~ 850 nm. Ce diamétre ne varie pas apres la
seconde injection, mais augmente considérablement aprés la troisieme, les valeurs de Dy
atteignant plus de 2000 nm (Figure 4.1). Les valeurs de Dy obtenues entre la troisi¢me et la
cinquieme injection étaient peu fiables (non répétables), ce qui explique la présence d’un
rectangle en pointillés intégré a la figure 4.1. Ces résultats montrent la présence, dans cette
gamme de ratios molaires, d’'un phénomeéne de structuration important. La stabilité et la

polydispersité en taille des particules obtenues sont donc trés variables.
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Figure 4.2 : Evolution du diamétre hydrodynamique (D;) des particules en fonction du ratio molaire gomme
d’Acacia : B-lactoglobuline durant la titration d’une dispersion de PB-lactoglobuline (0,06 % p/p) par une
dispersion de gomme d’Acacia-quercétine (0,18 % p/p) a pH 4,2 et a 25 °C. (®) et (o) représentent deux
expériences indépendantes.

Pour des ratios molaires GA:BLG plus élevés, le Dy diminue jusqu'a atteindre une

valeur minimale de ~ 250 nm aprés neuf-dix injections. Cette valeur reste plus ou moins
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stable jusqu'a la seizieme injection (GA:BLG = 0,024), puis augmente jusqu'a atteindre un
nouveau plateau (300-340 nm) qui se prolonge jusqu’a la fin de I’expérience de titration (voir
la figure insérée dans la figure 4.1). Il est également important de noter qu’une seconde
population (minoritaire) de particules (10-30% de l'intensité totale) est apparue apres la
quatriéme injection, avec une Dy, supérieur a 5000 nm (résultats non présentés). Cette valeur
de Dy diminue lors de la titration de la BLG par la GA jusqu'a, approximativement, la

seiziéme injection puis on observe la disparition de la seconde population de particules.

L’¢évolution du Dy, des particules obtenues par titration de la BLG par la GAQ est
présentée par la figure 4.2. Le méme phénomene de structuration importante des complexes
(vu précédemment pour le systtme BLG/GA) a été observé pour les complexes BLG-GAQ
(rectangle en pointillés intégré a la figure 4.2). Contrairement au systtme BLG-GA, ce
phénoméne apparait des le début de la titation de la BLG par la GAQ, entre la premicre et la
troisiéme injection (ratio molaire GAQ:BLG allant de 0,001 a 0,006). Les valeurs de Dy, des
complexes variaient de 500 a 1200 nm et restent donc inférieurs a celles obtenues pour le
systtme BLG/GA. Pour des ratios molaires GAQ:BLG plus élevés, le Dy, diminue jusqu'a
atteindre une valeur minimale de ~ 300 nm apres huit-neuf injections. Cette valeur reste plus
ou moins stable jusqu'a la quinziéme injection (GAQ:BLG = 0,022), puis augmente jusqu'a
atteindre un nouveau plateau (400-550 nm) qui se prolonge jusqu’a la fin de I’expérience de
titration (voir la figure insérée dans la figure 4.2). Une seconde population (minoritaire) de
particules (5-25% de l'intensité totale) est apparue apres la cinquiéme injection, avec un Dy
supérieur a 5000 nm (résultats non présentés). Cette valeur de Dy, diminue lors de la titration
de la BLG par la GAQ jusqu'a, approximativement, la douziéme injection puis on observe la
disparition de la seconde population de particules comme vu précédemment pour le systeme

BLG/GA.
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Les résultats de mesure de taille indiquent qu’un phénomeéne de structuration assez
important a lieu en tout début de titration, cependant, il se produit de maniére plus précoce
dans le systtme BLG/GAQ. Il est important de noter que la conséquence de la complexation
de la BLG avec la GA ou la GAQ est I'homogénéisation progressive de la taille des particules
dans les dispersions mixtes. En effet, de Dy, des complexes reste stable (de 300 a 340 nm pour
le systtme BLG/GA et de 400 a 550 nm pour le systtme BLG/GAQ) jusqu'a la fin de

l'expérience de titrage et la deuxiéme population de particules disparait.

3.2. Mobilité électrophorétique

Comme la formation de complexes entre protéines et polysaccharides est principalement
contrdlée par des interactions électrostatiques, des mesures de mobilité électrophorétique (ug)
ont été utilisées afin d’extraire des informations sur I’évolution des charges de surface totale
de BLG, GA, GAQ et des complexes BLG-GA, BLG-GAQ en fonction du ratio molaire
(Figures 4.3 et 4.4). Les mesures ont été déterminées a pH 4,2 et a 25 °C. Les valeurs
absolues de la mobilité €électrophorétique ont été jugés nettement plus faibles pour la BLG que
pour la GA et la GAQ. La pg du témoin BLG est positive et reste relativement stable (entre
0,320 £ 0,015 et 0,420 + 0,018 um.cm.s'l.v'l) durant la titration. La variation de la pg de la
BLG dépend de I’équilibre de charges entre les groupements amines et carboxyliques portés
par la protéine. Les mobilités électrophorétiques des témoins GA et GAQ sont négatives dans
le pH considéré (pH 4,2) et pendant toute la durée de la titration (Figures 4.3 et 4.4), en raison
de la présence de résidus d'acide glucuronique dans la gomme (pKa <3,6). Il est aussi
intéressant de noter que la pg augmente légerement avec I’augmentation de la concentration
en GA et en GAQ. Elle passe de -1,47 + 0,21 4 -1,97 £ 0,12 um.cm.s'l.v'1 pour la GA et de -

1,51 £0,07 a-2,30 £ 0,28 um.cm.s"l.v'1 pour la GAQ. Les valeurs obtenues dans le cas de la
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GAQ sont plus élevées et confirment les résultats de densité de charges obtenus dans le

chapitre II (§ 2.3).
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Figure 4.3 : Evolution de la mobilité électrophorétique en fonction du ratio molaire gomme d’Acacia : -
lactoglobuline durant la titration d’une dispersion de B-lactoglobuline (0,06 % p/p) par une dispersion de gomme
d’Acacia (0,18 % p/p) (e), la titration d’une dispersion de B-lactoglobuline (0,06 % p/p) par de 1‘cau (m) et la
titration de I’eau par une dispersion de gomme d’Acacia (0,18 % p/p) (o) a pH 4,2 et a 25 °C.

Les valeurs de la pg des mélanges obtenues lors de la titraion de la BLG par la GA et
par la GAQ sont également négatives (Figures 4.3 et 4.4). Les deux systémes (BLG/GA et
BLG/GAQ) suivent la méme évolution en fonction du ratio massique. La pp augmente
jusqu'a l'injection huit (ratio molaire: 0,012). A partir de ce point, elle affiche une évolution
similaire a celles de la GA ou de la GAQ seules, ce qui indique une bonne accessibilité du
polysaccharide au solvant. Cela met en évidence la contribution majeure de la GA a
'évolution de la pg des mélanges. Cette derni¢re reste stable jusqu'a la douziéme injection
(ratio molaire: 0,017), puis augmente et reste constante jusqu'a la fin de l'expérience de

titration.
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Figure 4.4 : Evolution de la mobilité électrophorétique en fonction du ratio molaire gomme d’Acacia : [3-
lactoglobuline durant la titration d’une dispersion de B-lactoglobuline (0,06 % p/p) par une dispersion de gomme
d’Acacia-quercétine (0,18 % p/p) (e), la titration d’une dispersion de B-lactoglobuline (0,06 % p/p) par de 1°ecau
(w) et la titration de I’eau par une dispersion de gomme d’Acacia-quercétine (0,18 % p/p) (o) a pH 4,2 et a 25
°C.

L'effet marquant dans les résultats obtenus est le fait que 1’évolution de la pg soit plutdt
controlée par la BLG en début de titration (ratios molaires bas) et par la GA a des ratios
molaires plus élevés. Ces résultats sont en accord avec ceux trouvés par Schmitt et al., (2000).
La charge totale nette des complexes BLG-GA et BLG-GAQ est négative et une
augmentation de ces charges négatives a été observée. L'explication la plus probable concerne
la dissociation des agrégats de la GA conduisant a la mise a nu de groupes masqués chargés
négativement. Mekhloufi, et al., (2005) ont indiqué que le gain de charges négatives dans les
complexes BLG-GA est entiérement attribuable a des changements chimiques ou structurels
affectant la GA. Les interactions entre biopolymeres de charges opposées, a la suite de fortes

interactions attractives, donnent généralement lieu a une séparation de phase et a la formation

de complexes agrégés neutres. Néanmoins, Xia, ef al., (1993) ont constaté¢ que la neutralité a
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la séparation de phase n'était pas une régle générale. Elle n'a été observée que pour les
complexes formés par des protéines et des polymeéres polycationiques. Pour les systemes
protéines-polymeéres polyanionique, la séparation de phase se produite pour des complexes
ayant une charge totale négative. Aucune explication n'a ét¢ fournie et des résultats similaires

ont été observés par Mekhloufi ef al., (2005).

I1 est important de noter que les données de mobilité €électrophorétique ne reflétent que
les propriétés de surface d’une partie peu profonde de la couche de charges fixes. Certains
(Sanchez et al., 2002) ont indiqué que la gomme Arabique est en forme de pelote a pH 4,2
possédant une couche perméable aux ions au niveau de la surface extérieure exposée au
milieu continu (Rutten ef al., 2002 ; Bai et al., 2005). C’est une caractéristique liée aux
particules molles. La BLG est une protéine globulaire compacte d’un diameétre
hydrodynamique d’environ 4,8 nm avec une valeur absolue de mobilité électrophorétique
inférieur a celle de la GA. Ce résultat pourrait étre 1i¢ a la faible charge de la BLG. Dans cette
situation, la protéine doit s’insérer profondément dans la structure du polysaccharide pour
qu’il y ait une forte interaction avec la BLG, en favorisant un chevauchement dans la structure
de la GA. Cela pourrait aider a expliquer pourquoi la mobilité électrophorétique des

complexes BLG-GA et BLG-GAQ ne converge pas vers zEro.

3.3. Evolution micro-structurale des complexes BLG/GA et BLG/GAQ

Les mesures de turbidité (1) ont été effectuées en suivant la méme procédure de titration
que pour I'ITC afin de recueillir plus d'informations sur les points de transition durant la
complexation entre la BLG et la GA ou la BLG et la GAQ. Une dispersion de GA ou de GAQ
a été ajoutée progressivement a une dispersion de BLG et la turbidité (1), liée a la formation

de complexes, a ét¢ mesurée (Figure 5.4).
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Figure 4.5 : Evolution de la turbidité (T) en fonction du ratio molaire gomme d’Acacia : B-lactoglobuline durant
la titration d’une dispersion de B-lactoglobuline (0,06 % p/p) par une dispersion de gomme d’Acacia (0,18 %
p/p) (@) et la titration d’une dispersion de B-lactoglobuline (0,06 % p/p) par une dispersion de gomme d’Acacia-
quercétine (0,18 % p/p) (o) apH 4,2 et a 25 °C.

Les résultats ont montré une dépendance du phénomene de complexation avec le ratio
molaire et une évolution similaire de la turbidité dans les deux systémes. Le premier ajout de
la GA ou de la GAQ dans la BLG induit une légere augmentation de la turbidité. Cette
derniére reste plus ou moins constante jusqu’a la quatriéme injection (ratio molaire : 0,0057).
Nous avons vu précédemment qu’a cette étape de la titration, le Dy les particules formées
augmente considérablement. Cela peut indiquer que certains objets disparaissent et que
d’autres apparaissent lors de la complexation. A partir de cette étape, la turbidité augmente
jusqu'a atteindre un maximum apres environ huit a neuf injections. La polydispersité des
particules augmente et il y a apparition d’une seconde population de particules a ét¢ montrée
par DLS. Ces résultats suggérent une augmentation de la quantité¢ de matériaux particulaires

insolubles formés dans les solutions. Une nouvelle augmentation de la concentration en GA
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ou en GAQ cause une diminution de la turbidité. Cela était di a une diminution de taille des
particules (résultats montrés par DLS). Un excés de GA dans les mélanges provoque une
augmentation du nombre de charges négatives induisant une plus grande répulsion
¢lectrostatique et stérique. Cela conduit a une diminution de I'agrégation et a la formation de

particules de plus petite taille.

La microscopie optique a été utilisée en parallele pour suivre les changements de
microstructures des complexes formés en fonction du ratio molaire. Afin d’observer
distinctement la structure et la taille des particules, des milieux plus concentrés (1,5% de BLG
et 4,5% GA et GAQ) ont di étre utilisées pour mieux comprendre le mécanisme de
complexation. Des micrographies ont été prises a différents ratios molaires durant la titration
de la dispersion de BLG par une dispersion de GA ou de GAQ a pH 4,2 et a 25 ° C (Figures
4.6 et 4.7). Une premiere observation des micrographies, révele que les microstructures des
dispersions obtenues sont tres différentes et un effet treés net du ratio molaire a été observé.

A de faibles ratios molaires et pour les deux systémes étudiés (Figures 4.6a, 4.6b, 4.6¢
et 4.7a, 4.7b, 4.7c), ’apparition d’'un grand nombre de coacervats, induits par séparation de
phase, est observée. Ils ont un diametre apparent (d,) variant approximativement de 1 a 10
pm. Cependant, a un ratio molaire de 0,0086 les micrographies (Figures 4.6¢c et 4.7c)
montrent l'apparition de plus gros coacervats apres coalescence (d, ~ 10-25 pm). La
polydispersité et I'hétérogénéité du milieu augmentent avec 1’élévation du ratio molaire de
mélange. Le nombre de coacervats vésiculaires augmente considérablement et un nombre
beaucoup plus élevé de coacervats apparait pour un ratio molaire de 0,0146 (Figures 4.6d et
4.7d). Ce nombre est beaucoup plus important dans le systtme BLG/GA (Figure 4.6d) que

dans le systéme BLG/GAQ (Figure 4.7d).
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Figure 4.6 : Micrographies obtenues par microscopie optique durant la titration d’une dispersion de [3-
lactoglobuline (0,06 % p/p) par une dispersion de gomme d’Acacia (0,18 % p/p) a pH 4,2, 25 °C et a différents
ratios molaires gomme d’Acacia : f-lactoglobuline. (a) 0,0014 ; (b) 0,0043 ; (c) 0,0086 ; (d) 0,0146 ; (e) 0,0271 ;
(f) 0,0335. La barre représente 20 pm. Le contraste et la luminosité ont été traité par le logiciel ImageJ (version
1.40)

Un certain nombre de coacervats vésiculaires fusionnent partiellement ou entiérement,
favorisant la formation de structures multivésiculaires. Il s’agit de vacuoles de solvant
pouvant résulter de la coalescence des coacervats de petite taille, constitués eux méme d’une
vacuole de solvant (Burgess, 1990). Pour les grands coacervats, deux types de morphologies
ont été observés. La premiére consiste en une grande vacuole centrale (d, ~ 1-4 pm), entourée
par la phase contenant a son tour de plus petites vacuoles. L'autre type de morphologie est un
ensemble homogene de vacuoles. Dans le cas des complexes BLG-GAQ (Figure 4.7d), les
gros coacervats formés paressent moins denses et moins structurés. Ceci est di au fait qu’ils

paraissent étre constitués d’un nombre, moins élevé, de coacervats vésiculaires.
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A la fin du processus de titration, la principale caractéristique structurelle des systémes est la
présence dominante de coacervats de petite taille (d, ~ 1-5 um) et la disparition presque

complete des grandes vésicules (Figures 4.6e, 4.6f, 4.7¢ et 4.7d).

Figure 4.7 : Micrographies obtenues par microscopie optique durant la titration d’une dispersion de f-
lactoglobuline (0,06 % p/p) par une dispersion de gomme d’Acacia-quercétine (0,18 % p/p) a pH 4,2,25°Cet a
différents ratios molaires gomme d’Acacia : B-lactoglobuline. (a) 0,0014 ; (b) 0,0043 ; (c) 0,0086 ; (d) 0,0146 ;
(e) 0,0271 ; (f) 0,0335. La barre représente 20 pm. Le contraste et la luminosité ont été traité par le logiciel
ImagelJ (version 1.40)

3.4. Spectroscopie Infra-Rouge a Transformée de Fourier. Détermination des
changements de la structure secondaire de la BLG durant la titration par la GA

ou la GAQ

La structure secondaire de la BLG (2 % p/p) durant la titration par la GA (6 % p/p) ou la
GAQ (6 % p/p) a été étudiée par spectroscopie infra-Rouge a Transformée de Fourier (FTIR)

en mode ATR. Pour cela, les variations d’absorbance de la bande amide I ont été étudiées.
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Cette méthode analytique est basée sur 1’absorption d’une onde électromagnétique par un
dipdle oscillant (groupement chimique). Les vibrations atomiques des molécules ont lieu dans
le domaine infrarouge du spectre électromagnétique, mais la fréquence d’absorption dépend
du type de liaison chimique et de son mode de vibration (Lefévre et Subirade, 2001). Pour les
protéines, le signal infrarouge est principalement dii aux vibrations des groupements amides
de la chaine polypeptidique, chaque groupement donnant lieu a des modes de vibration
spécifiques. L’étude de la structure secondaire de la protéine est principalement basée sur
I’intérét porté a la vibration d’élongation de C = O des groupements amides dans la région
amide I du spectre, comprise entre 1600 et 1700 cm’! (Casal et al., 1988 ; Boye et al., 1996 ;
Lefévre et Subirade, 1999). La spectroscopie infrarouge est trés sensible a 1’arrangement
spatial de ce type de liaison. Elle permet donc de distinguer une structure en hélices-o d’une
structure en feuillets-P, qui est le type de structure secondaire pour laquelle cette méthode est

la plus sensible (Byler et Susi, 1986 ; Surewicz et Mantsch, 1988).

Dans la figure 4.8 est présentée la région de la bande amide I du spectre d’absorbance
infa-rouge de la BLG seule (Figure 4.8.a) et apres titration par la GA (Figure 4.8.b) et la GAQ

(Figure 4.8.c) apH 4,2 eta 25 °C.
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Figure 4.8 : Spectres infrarouge & transformée de Fourrier de la région amide I d’une dispersion de f-
lactoglobuline (2 % p/p) seule (a) et aprés titration par une dispersion de gomme d’Acacia (6 %, p/p) (b) ou une
dispersion de gomme d’Acacia-quercétine (6 %, p/p) (c) a pH 4,2, a 25 °C et a différents ratios molaires : 0,00
(), 0,0057 (o), 0,0131 (m), 0,0146 (o) et 0,030 (A).
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L’analyse de cette région du spectre fait apparaitre un large pic caractérisé par un maximum a
1631 cm™ et un léger épaulement a 1651 cm™. Ces caractéristiques spectrales sont indicatives
d’une structure secondaire composée principalement de feuillets-f conjugués a la présence

d’hélices-a (Bandekar, 1992 ; Hamada et al., 1995 ; Molinari et al., 1996 ; Dong et al., 1998).

Pour les mélanges BLG/GA (Figure 4.8.b) et BLG/GAQ (Figure 4.8.c), une diminution
de I’absorbance a lieu durant la titration. Cette obsevation est le résultat d’une diminution de

la concentration en BLG du milieu.
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Figure 4.9 : Spectre de la dérivée seconde de la bande amide I d’une dispersion de B-lactoglobuline (2 % p/p) a
pH 4,2 et 4 25 °C.

Dans cette étude, I’analyse quantitative de la structure secondaire de la BLG seule, ou
apres complexation avec la GA et la GAQ a été déterminée a partir de la forme de la bande
amide 1. Une déconvolution spectrale par calcul de la dérivée seconde du signal d’absorbance

ainsi que 1’ajustement (fit) des courbes obtenues ont été utilisés pour augmenter la résolution
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spectrale afin d’estimer le nombre, la position et I’aire des bandes correspondants aux

différents constituants de la bande amide 1.

La dérivée seconde des spectres (Figure 4.9) a été calculée a partir de la bande amide 1.
Le calcul de la dérivée seconde des spectres permet d’augmenter la résolution spectrale par la
détection des épaulements présents lors de recouvrements spectraux importants entre les
bandes. Les fréquences des bandes obtenues ont été utilisées afin de définir la position des
pics pendant I’ajustement des courbes (Figure 4.10). Neuf pics ont été obtenus et leur

identification a été effectuée en se basant sur de précédentes études spectroscopiques de la
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Figure 4.10 : Ajustement de la courbe de la région amide I de la B-lactoglobuline seule.

BLG (Allain ef al., 1999 ; Panick et al., 1999 ; Kang et al., 2004 ; Schmitt et al., 2009). Les
feuillets-B, de 1615 a 1640 cm']; les structures désordonnées, de 1640 a 1650 cm'l; les
hélices-a, de 1650 a 1658 cm™ et les coudes-B, de 1660 a 1700 cm™. Les spectres ont été, par
la suite, ajustés avec une fonction Gaussienne. Les pourcentages des différentes structures

secondaires ont été calculés par 1’intégration des aires des pics correspondants. Le tableau 4.1
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montre la composition de la structure secondaire de la BLG seule et aprés interaction avec la

GA ou la GAQ a différents ratios molaires.

Les résultats obtenus pour la composition de la bande amide I de la BLG seule (Tableau
4.1) sont en accord avec ceux trouvés dans la littérature (Panick et al., 1999 ; Ngarize et al.,

2004).

Tableau 4.1 : Pourcentage en structure secondairede la B-lactoglobuline avant et aprés interaction avec la
gomme d’Acacia et la gomme d’Acacia-quércetine

% en structures secondaires

Ratio molaire Feuillets-p Hélices-a Coudes-f Structures
désordonnées
BLG seule 50,0 16,5 11,3 22,2
GA/BLG 0,0057 50,2 17,0 11,3 21,5
0,0131 474 10,0 15,0 28,0
0,0146 42,7 4,5 14,7 38,1
0,030 40,4 3,5 8,0 48,1
GAQ/BLG 0,0057 51,0 16,0 10,0 23,0
0,0131 39,0 13,3 12,4 353
0,0146 32,0 5,0 11,0 52,0
0,030 31,2 5,0 13,7 51,1

La BLG est composée de 50 % de feuillets-p3, de 16 % d’hélices-a, de 11 % de coudes-3
et de 22 % de structures désordonnées. Lors de sa complexation avec la GA et la GAQ, la
composition de la structure secondaire de la BLG diminue avec ’augmentation du ratio
molaire (Tableau 4.1). Ce phénomene est associ¢ a une augmentation du pourcentage en
structures désordonnées qui atteint 50 % en fin de titration, alors que la composition en

coudes-B évolue Iégerement durant tout le processus de titration.
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A la lumiére de ces résultats, il apparait que 1’interaction entre la BLG et la GA induit
une modification de la structure en hélices-o de la BLG. Des résultats similaires ont été
observés par Schmitt (2000) et révélent une forte diminution de la longueur de 1’hélice-a
externe de la BLG aprées interaction avec la GA. L’explication la plus probable réside dans la
localisation et la composition de I’hélices-a de la BLG. Cette dernicre est localisée a
I’extérieur du calice hydrophobe, et donc totalement exposée au solvant (Hambling, 1992 ;
Sawyer et al., 1998). La déprotonation des résidus basiques contenus dans 1’hélice-a entraine
la formation d’une zone de forte densité de charges positives. Comme cette région est située
en périphérie de la BLG, elle est facilement accessible a la GA, et par conséquent, les

interactions électrostatiques sont favorisées.

Les résultats en infra-rouge montrent aussi des pertes importantes en feuillets-f3
indiquant un changement de I’environnement des acides aminés hydrophobes des la BLG. La
structure secondaire de la BLG est majoritaire en feuillets-B. Les neuf brins présents forment
une cavité centrale hydrophobe en forme de calice (Papiz et al., 1986 ; Molinari et al., 1996 ;
Sawyer et al., 1998). Les pertes en feuillets-f étaient beaucoup plus importantes dans le
systtme BLG/GAQ. Cela est donc dii a I’augmentation de la concentration en quercétine et
traduit la formation, entre la protéine et le flavonoide, de complexes stabilisés par des
associations hydrophobes. Des résultats similaires ont été observés lors d’une étude des
interactions entre le sérum albumine humain et un flavonoide, la morine (Xie et al., 2006). De
précédentes recherches sur les interactions protéines-polyphénols (Oh ef al., 1980 ; Siebert et
al., 1996 ; Baxter et al., 1997) suggérent que les protéines et les polyphénols forment des
complexes stabilisés par des associations hydrophobes et des liens hydrogene. Une réduction
significative du pourcentage en structures régulieres (hélices-a et feuillets-f), ainsi qu’une
augmentation du pourcentage en structures désordonnées indiquent que les groupes

hydroxyles actifs du flavonoide interagissent avec le groupement C=0 ou N-H de la chaine
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polypeptidique principale de la protéine durant le processus de complexation. Il y a formation
de liens hydrogeéne conduisant a une réduction des hélices-a et des feuillets-f (Xie et al.,

2006).

4. Conclusion

Les transitions structurales, a différentes échelles d’observation, lors de la complexation
entre la BLG et la GA ou la GAQ ont été déterminées a pH 4,2 et a 25 °C par diffusion
dynamique de la lumiére, mesures de turbidité et de mobilité électrophorétique, microscopie

et par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourrier.

Les résultats obtenus montrent que le processus de complexation est largement
influencé par le ratio molaire GA: BLG. Le diamétre hydrodynamique, la mobilité
¢lectrophorétique et la turbidité augmentent en fonction du ratio molaire suggérant une
augmentation du nombre de complexes insolubles formés. Le ratio molaire pour lequel les
différents parametres étudiés atteignent des valeurs maximales, correspond a celui pour lequel
I’énergie de liaison libérée (Chapitre III), s’inverse et passe d’un état exothermique a un état
endothermique. Les mesures du diametre hydrodynamique enregistrent des valeurs
minimales, la turbidité subit une forte accélération et la polydispersité du milieu augmente
avec l’apparition d’une seconde population de particules. Cela révele une instabilit¢ du
systeme causée par l’agrégation ou la coalescence des particules formées. Les résultats
infrarouge montrent qu’il y a, dans cette gamme de ratios molaires, un gain en structures
secondaires impliquant un phénomene de structuration assez important. Il y a un processus de
condensation durant la coacervation ayant pour conséquence un arrangement structurale des

molécules de protéines sous une forme compacte dans les coacervats, c'est-a-dire localement
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plus concentrées. Il y a augmentation de la concentration locale de la BLG pouvant induire

des changements de conformation, plus particuliérement une augmentation de 1’agrégation.

A des concentrations plus ¢élevées en GA, la turbidité des milieux diminue traduisant
une réduction de la taille ou de la fraction volumique des particules. La mobilité
¢lectrophorétique des mélanges montre la méme évolution que celle de la GA seule. Ces
résultats indiquent qu’il y a une bonne accessibilité¢ du polysaccharide au solvant et montrent
la majeure contribution de la GA a la mobilité électrophorétique des mélanges. Des résultats
similaires ont été enregistrés pour le systtme BLG/GAQ et le méme phénomeéne de
structuration des complexes a été observé. Cependant, ces événements arrivent de manicre

plus précoce, a des ratios molaires moins élevés, en comparaison avec le systtme BLG/GA.

Les mesures par FTIR montrent une perte en structures secondaires et indiquent que la
région composant I’hélice-a externe de la protéine est spécifiquement modifi¢e lors de la
complexation avec la GA. L’explication de ces résultats réside dans la forte densité de charges
positives caractérisant la structure en hélice-a au pH étudié, ce qui favorise I’interaction avec

la GA anionique.

Les résultats en infra-rouge montrent des pertes beaucoup plus importantes en feuillets-3
indiquant un changement de I’environnement des acides aminés hydrophobes des la BLG.
Cela traduit une formation, entre la protéine et le flavonoide, de complexes stabilisés par des

associations hydrophobes.
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Conclusion générale

Les principaux objectifs de cette thése étaient d’étudier les mécanismes d’interaction
et d’assemblage entre les flavonoides et des complexes protéines-polysaccharides et
d’améliorer nos connaissances sur les assemblages protéines-polysaccharides, en particulier
d’un point de vue thermodynamique. Notre stratégie a tout d’abord été de se limiter a étudier
un seul flavonoide, la quercétine, et de choisir comme biopolymeéres le systtme BLG/GA,
largement étudié dans mon laboratoire d’accueil. De plus, nous avons exclusivement travaillé

en milieu aqueux, a 25 °C et a pH 4,2.

Dans ce travail, nous avons utilis¢é des outils adéquats et complémentaires pour la
caractérisation des complexes étudiés. Nous avons ainsi pu mettre au point des assemblages
gomme d’Acacia-quercétine (GAQ) de petite taille (245 nm) par homogénéisation dynamique
a haute pression. Leur structure peut étre assimilée a un assemblage « cceur-couronne »
possédant les caractéristiques de particules molles avec une densit¢ de charges négatives
semblable a celle de la gomme seule. Ces assemblages sont composés d’un regroupement de
particules de GA autour d’un cceur de quercétine. Nous avons pu étudier les caractéristiques
thermodynamiques d’interaction entre la BLG et la GA, qui se sont avérées semblables en
présence de la quercétine. L'utilisation de méthodes complémentaires nous a permis

d’identifier les différentes entités structurales formées durant la complexation entre la GA et

la BLG ou la GAQ et la BLG ainsi que I’effet produit sur la structure secondaire de la BLG.

Les résultats obtenus ont montré que lors de la complexation entre la BLG et la GA, il y
a d’abord formation de complexes intrapolymeériques solubles conduite par une enthalpie

favorable en raison essentiellement d’interactions électrostatiques. Cette étape était suivie par
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une agrégation en complexes interpolymériques insolubles, résultat de paramétres
enthalpiques défavorables et de paramétres entropiques favorables. Les résultats ont aussi
montré que la présence de la quercétine n’influait pas sur les propriétés thermodynamiques
d’interaction. Cependant, les complexes formés ont une stoechiométrie, une constante
d’association et une enthalpie dégagée moins ¢élevées lors de la premicre étape de
complexation. En effet un déplacement de ’isotherme de liaison vers des valeurs de ratio
molaires moins élevées a été observé. Ce dernier serait attribué a une densité de charges
négatives, portées par la GAQ, plus élevée.

En modulant la température du milieu, nous avons également montré 1’implication
d’interactions autres qu’électrostatiques. Les valeurs positives de AC, obtenue lors de la
premicre étape de complexation sont la signature d’interactions électrostatiques et de
contributions liées aux liaisons hydrogeéne. Un changement dans I’accessibilité du solvant a la
surface durant le second processus de complexation est le premier facteur contribuant aux
valeurs négatives de AC, obtenues indiquant une contribution de liaisons hydrophobes au
processus de complexation. La séquence exothermique-endothermique observée suggere
d'autres contributions énergétiques telles que la libération d’ions et de molécules d’eau, des
changements de conformation des biopolymeéres et / ou agrégation de complexes protéine-
polysaccharide formés. La prévalence des contributions enthalpiques ou entropiques au cours

des deux étapes a été fortement tributaire de la température.

La détermination des transitions structuralesa différentes échelles lors de la
complexation entre la BLG et la GA a montré une dépendance du phénoméne de
complexation au ratio molaire. Les résultats de turbidité et de mesure de taille des particules
par DLS indiquent qu’un phénomene de structuration assez important a lieu lors de la

premicre phase de complexation et suggerent une augmentation du nombre de complexes
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insolubles formés. L’apparition d’un nombre croissant d’objets a été confirmée par
microscopie optique. Cette technique a aussi montrée une augmentation de la polydispersité et
de I'hétérogénéité du milieu avec 1’¢lévation du ratio molaire de mélange. Les résultats de la
seconde phase de complexation indiquent que le Dy des particules formées diminue avant
d’atteindre des valeurs stables. Une homogénéisation progressive de la taille des particules
dans les dispersions mixtes est donc observée.

Les mesures par FTIR montrent une perte en structures secondaires et indiquent que la région
composant 1’hélice-a externe de la protéine est spécifiquement modifiée lors de la
complexation avec la GA. L’explication de ces résultats réside dans la forte densité de charges
positives caractérisant la structure en hélice-a au pH étudié, ce qui favorise I’interaction avec

la GA anionique.

Des résultats similaires ont été enregistrés en présence de la quercétine. Cependant, ces
événements arrivent de manicre plus précoce, a des ratios molaires moins élevés, en
comparaison avec le systtme BLG/GA. Les résultats en infra-rouge montrent des pertes
beaucoup plus importantes en feuillets-B indiquant un changement de I’environnement des
acides aminés hydrophobes des la BLG. Cela traduit une formation, entre la protéine et le

flavonoide, de complexes stabilisés par des associations hydrophobes.

Perspectives de cette étude

Malgré les difficultés rencontrées pour attribuer un modele thermodynamique au
systtme BLG/GA, T'ITC s’est avérée fructueuse pour ¢étudier les caractéristiques
thermodynamiques d’interaction. Comme les résultats ont montré que la complexation entre

BLG et GA n’était pas seulement le résultat d’interactions électrostatiques, étudier 1’influence
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de certains parametres comme la force ionique est a envisager afin de mettre en évidence les

différents types d’interactions mises en jeu.

L’amélioration des techniques microscopiques utilisée est aussi a envisager. En effet,
I’utilisation de la microscopie confocale a balayage laser permettrait d’améliorer les
observations effectuées par microscopie optique. Cette technique nous permettrait aussi de

localiser les deux biopolymeres ainsi que le flavonoide.

Cette étude a été effectuée dans le cadre d’un projet plus vaste, visant a développer de
nouveaux ingrédients fonctionnels combinant des flavonoides et des AGPI (acides gras
polyinsaturés). Le principal objectif de ce projet est d’incorporer des flavonoides et de I’acide
docosahexaénoique (DHA) dans des nano-microparticules a base de biopolymeres, stables et
fonctionnelles. La structuration des flavonoides et du DHA est de nature a améliorer leur
solubilité en solvant aqueux et leur stabilité, mais également leur biodisponibilité en facilitant
leur transport a travers les membranes cellulaires.

L’approche méthodologique concernant 1’étude a venir consiste a introduire le DHA dans les
complexes B-lactoglobuline/gomme d’Acacia/quercétine en formant, dans un premier temps,
des complexes primaires avec la BLG. Dans un second temps, des complexes
supramoléculaires nanoscopiques sont formés en faisant interagir la GA et la BLG. Chaque
¢tape nécessitera une étude fondamentale des mécanismes de structuration, incluant la
quantification thermodynamique des interactions, le mécanisme dynamique d’interaction, la
structure a différentes échelles, incluant celle des biopolymeéres, et la stabilité structurale et
chimique des nanostructures, en relation avec leurs propriétés de surface, 1’interaction avec le

solvant, et I’environnement physico-chimique (pH, température, force ionique).
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En parallele, une approche de méso-modélisation sera mise en place afin de mieux
comprendre les mécanismes de formation et la structure des nanoparticules, en relation avec
les parametres environnementaux (pH, température, force ionique, cisaillement). L'objectif a
terme est d'établir les lois physiques multi-échelles permettant la structuration des systémes a
1'échelle mésoscopique, échelle pertinente pour décrire les principales propriétés des systemes
colloidaux. Cette modélisation permettra ensuite de mieux piloter la formation, la structure et

les propriétés d'usage des systémes nano-structurés.

D’un point de vue application, il serait intéressant d’étudier les propriétés fonctionnelles
des différentes entités structurales formées lors de la complexation entre la B-lactoglobuline et
la gomme d’Acacia avec ou sans la présence de quercétine suivant les conditions

expérimentales, en vue de leur utilisation dans différentes applications industrielles.
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Etude des mécanismes de structuration d’assemblages p-lactoglobuline-gomme d’Acacia en
présence d’un flavonoide, la quercétine

Les flavonoides sont des ingrédients prometteurs pour différentes applications alimentaires et non
alimentaires, grace a leurs propriétés antioxydantes et biologiques. Cependant, la formulation de
ces molécules est difficile a réaliser en raison de leur faible solubilité dans la plupart des solvants.
Afin de remédier a cette difficulté, 1’approche suivie dans cette étude est I’incorporation des
flavonoides dans des particules & base de biopolyméres (protéine-polysaccharide), stables et
fonctionnelles. Le principal objectif de cette theése était d’acquérir des connaissances a différentes
échelles d’étude sur les mécanismes d’interaction et d’assemblage entre un flavonoide, la
quercétine, et deux biopolymeres, la B-lactoglobuline (BLG) et la gomme d’Acacia (AG). Dans
une premicre étape, nous avons pu mettre au point des particules submicroniques (Dy, : ~250 nm)
de gomme d’Acacia-quercétine (GAQ) possédant une structure assimilée a un assemblage « coeur-
couronne » et traduisant un comportement correspondant a celui de particules molles. Dans une
seconde étape, nous avons ¢tudi¢ les mécanismes d’assemblage des particules de GAQ avec la
BLG a pH 4,2 et a 25 °C. Les parametres thermodynamiques d’interaction ont été déterminés par
calorimétrie de titration isotherme (ITC) et montrent des isothermes de liaison caractérisées par
une séquence exothermique-endothermique. Les différentes entités structurales formées durant la
complexation entre la GA et la BLG ou la GAQ et la BLG ont été caractérisées en utilisant la
méme approche par titration que pour ’ITC. Enfin, des mesures par spectroscopie infra-rouge a
transformée de Fourier (FTIR) ont montré une modification de la structure secondaire de la BLG
aprés interaction avec la GA et la GAQ. D’importantes pertes de structures (hélices-a et feuillets-
B), encore plus marquées en présence de quercétine.

Mots-clé: assemblages protéine-polysaccharide, flavonoide, B-lactoglobuline, gomme d’Acacia,
caractérisation thermodynamique, transitions structurales.

Structuration mechanism study of protein-polysaccharide assemblies in presence of
flavonoid, quercetin

Flavonoids are promising ingredients in food and non food applications through their
antioxidative and biological properties. However, their negligible solubility in most solvent
renders problematic technological developments. In order to overcome this drawback, the
approach followed in this study was the incorporation of flavonoids in stable and functional
particles based on biopolymers (protein-polysaccharide). The main objective of this thesis was to
acquire knowledge at different scales to study the mechanisms of interaction and linkage between
a flavonoid, quercetin, and two biopolymers, B-lactoglobulin (BLG) and Acacia gum (AG). In a
first step, we were able to develop submicronic particles (Dy, : ~250 nm) of quercetin-Acacia gum
(GAQ) based on a core of quercetin and a shell of Acacia gum, reflecting a behavior of soft
particles. In a second step, we investigated the assembly mechanisms GAQ with BLG at pH 4.2
and 25 ° C. The thermodynamic parameters of interaction were determined by isothermal titration
calorimetry (ITC) and show binding isotherm characterized by an exothermic-endothermic
sequence. The various structural entities formed during the complexation between GA and BLG
or BLG and GAQ were characterized using the same approach as for the ITC titration. Finally,
measurements using infra-red Fourier transform (FTIR) showed changes in the secondary
structure of BLG after interaction with the GA and the GAQ. There was a significant loss of
secondary structures (a-helices and B-sheets), even more pronounced in presence of quercetin.

Keywords: protein-polysaccharide assemblies, flavonoid, [-lactoglobulin, Acacia gum,
thermodynamic characterization, structural transitions.
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