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kDa:  Kilo Dalton 

KI:   Iodure de potassium  

KOH:   hydroxyde de potassium 

L-PC:  Lysophosphatidylcholine 

LC:   Chromatographie liquide 

LC-MS:  Chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse 

LDL:  Low-density lipoprotein 

LiBio:  Laboratoire d'Ingénierie des Biomolécules 

LiBO2:  Lithium metaborate 

LN:   Lipides neutres  

LNK:  Lipides neutres du Krill 

LNS:  Lipides neutres du saumon 

LOX:  Lipoxygénase 

LP:  Lipide polaire 
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MA:  Maladie d'Alzheimer 
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MP:  Maladie de Parkinson 
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OIT:  Temps d'induction oxydatif 

OMS:  Organisation Mondiale de la Santé 

PBS:  Phosphate buffered saline 
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PL:   Phospholipides  

PLK:  Phospholipides du Krill 

PLS:  Phospholipides du saumon 
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PS:   Phosphatidylsérine  

PUFA:  Polyunsaturated fatty acids 
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THBQ:   Tertiobutylhydroquinone 

TNFα:  Tumor necrosis factor-alpha 
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U.S.EPA:  United States Environmental Protection Agency 
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UCP2:  Mitochondrial uncoupling protein 2 
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USA:  United States of America 

UV:   Ultra violet 
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Les ressources halieutiques représentent un formidable gisement potentiel de molécules 

bio-foŶĐtioŶŶelles Ƌui iŶtĠƌesseŶt les doŵaiŶes de l͛agƌo-alimentaire, de la nutraceutique et 

du monde médical. Parmi ces composés, les lipides marins, riches en acides gras 

polyinsaturés à longue chaîne, sont principalement extraits d͛espğĐes de poissoŶ à faiďle 

valeur ajoutée ou de petits pélagiques. Les deux chefs de file des acides gras de la série 

oméga-3, à savoir les acides éicosapentaénoïque et docosahexaénoïque, sont présents en 

quantité importante dans les lipides de poisson dits « gras » Đoŵŵe l͛aŶĐhois, la sardine, le 

hareng mais aussi le saumon. Les organisations mondiales ;FAO, OMS…Ϳ s͛aĐĐoƌdeŶt sur le 

fait que, dans la plupart des sociétés, la consommation en acides gras polyinsaturés à longue 

chaîne de type oméga-3 (AGPI-LC-ωϯͿ ƌeste tƌğs faible. De nombreuses études montrent que 

nos besoins en acides gras de la série oméga 6 sont largement couverts par les régimes 

occidentaux, ce qui tend à augmenter le ratio oméga 6/oméga-3 qui devrait tendre vers 5, 

selon l͛ageŶĐe ŶatioŶale de sécurité sanitaire (ANSES, 2010). Aujouƌd͛hui, Đe ƌatio atteiŶt des 

valeurs très différentes en fonction des populations, des modes de vie et des habitudes 

alimentaires. Pour illustrer cette évolution, une étude du Professeur Simopoulos (2011) 

avance des valeurs de 50 pour ce ratio en Europe et aux USA, 12 au Japon et de 1 chez les 

esquimaux du Groenland (Simopoulos, 2011). 

De Ŷoŵďƌeuses Ġtudes ŵoŶtƌeŶt Ƌu͛un déficit en oméga-3, notamment en EPA et DHA peut 

ġtƌe à l͛oƌigiŶe de pƌoďlğŵes de saŶtĠ ;stƌess, maladie cardiovasculaire, réponses 

iŵŵuŶitaiƌes, ŵaladies iŶflaŵŵatoiƌes…Ϳ. Ces acides gras jouent un rôle important au 

niveau du système nerveux central, sur le développement cognitif, l͛appƌeŶtissage, la 

plasticité des neurones, la synaptogénèse ainsi que dans la transmission synaptique (Mazza 

et al., 2007).  

Dans le but de rééquilibrer ce ratio, les recommandations en France présentent de nouveaux 

apports nutritionnels conseillés (ANC) en EPA et DHA de 250 mg/jour/adulte pour chacun de 

ces deux AGPI-LC. Il est intéressant de noter que toutes les recommandations des 

organisations mondiales, en acides éicosapentaénoïque et docosahexaénoïque, dépassent 

en moyenne les 200 mg/jour (Bockisch, 2010). 
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Afin de répondre à cette demande, le marché mondial des huiles marines a connu ces 

dernières années, un développement de produits permettant une supplémentation en 

oméga-3. Estimé à plus de 700 millions de dollars avec une augmentation annuelle de 8% 

(Clough, 2008), où l͛Austƌalie et l͛EspagŶe sont les leaders (Mellentin, 2008), les 

compléments alimentaires mis à la disposition du consommateur, sont formulés à partir 

d͛huiles de poissoŶ gĠŶĠƌaleŵeŶt eǆtƌaites de petits pélagiques, de co-produits de 

l͛iŶdustƌie de saurisserie, du Krill et de micro-algues.  

Depuis 10 ans, les Laboratoires Le Stum commercialisent un complément alimentaire à base 

d͛uŶ Đoŵpleǆe phospholipopeptidiƋue de têtes de saumon, extrait sans solvant organique. 

Ce produit permet d͛appoƌteƌ uŶe fƌaĐtioŶ lipidiƋue ƌiĐhe eŶ AGPI-LC-oméga-3 estérifiés sur 

des phospholipides et sur des triacylglycérols, eŶ ŵġŵe teŵps Ƌu͛une fraction peptidique 

ĐoŶstituĠe d͛hǇdƌolǇsats marins.  

Cette Ġtude s͛iŶsĐƌit daŶs la ĐoŶtiŶuitĠ des travaux de recherche menés au Laboratoire 

d͛IŶgĠŶieƌie des BioŵolĠĐules suƌ Đe Đoŵpleǆe phospholipopeptidiƋue, afiŶ d͛ĠluĐideƌ les 

effets de synergie des différentes fractions lipidiques et peptidiques. Le complexe 

phospholipopeptidiƋue, eǆtƌait à paƌtiƌ d͛uŶ pƌoĐĠdĠ eŶzǇŵatiƋue ďƌeǀetĠ, ƌespeĐtueuǆ de 

l͛eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt utilise Đoŵŵe suďstƌat les co-pƌoduits de l͛iŶdustƌie de filetage et plus 

précisément les têtes de saumon, riches en phospholipides. En effet, le saumon est 

largement consommé en France et dans le monde, suite aux recommandations 

nutritionnelles des oƌgaŶisatioŶs pouƌ la saŶtĠ aiŶsi Ƌu͛aux études scientifiques effectuées 

prouvant les effets des oméga-3 sur la santé. Actuellement, la production mondiale du 

sauŵoŶ d͛aƋuaĐultuƌe ;Salmo salar) est en pleine expansion, représentant 90% du marché 

du sauŵoŶ d͛Ġleǀage avec un million de tonnes en 2007, et plus de 50% du marché global du 

saumon (Jones, 2012). 

Ce tƌaǀail de thğse a ĠtĠ ĠlaďoƌĠ daŶs le Đadƌe d͛uŶe ďouƌse CIF‘E eŶ paƌteŶaƌiat aǀeĐ les 

Laďoƌatoiƌes Le Stuŵ et l͛ENSAIA. Il a pouƌ objectif général, de mettre en évidence une 

double vectorisation de molécules, faiblement bio-disponibles dans une matrice nano-

émulsionnée et stabilisée par des phospholipides, naturellement riches en EPA et DHA. Le 

Coenzyme Q10 et la curcumine ont été choisis comme molécules à vectoriser par le biais de 

ce vecteur. 

La pƌeŵiğƌe Ġtape a ĐoŶsistĠ à ĐaƌaĐtĠƌiseƌ d͛un point de vue physicochimique, les 

différentes fractions lipidiques, polaires et neutres, en termes de composition et de régio-
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distribution des AGPI-LC. Une analyse comparative des acides gras estérifiés sur les 

principaux phospholipides (phosphatidylcholine et phosphatidyléthanolamine) du saumon et 

du Krill a été effectuée après action de la phospholipase A2. 

Les analyses de composition en acides aminés, des minéraux et des peptides par 

pƌotĠoŵiƋue oŶt ĠtĠ ƌĠalisĠes afiŶ de ĐoŶŶaîtƌe l͛iŶflueŶĐe suƌ l͛aŶǆiĠtĠ de ĐhaĐuŶe des 

fractions du complexe, daŶs le Đadƌe d͛uŶe Ġtude suƌ ŵodğle ŵuƌiŶ. L͛effet du Đoŵpleǆe 

phospholipopeptidique et ses fractions sur le statut oxydatif endogène des neurones de 

souris traitées, a d͛autƌe paƌt ĠtĠ ŵis eŶ ĠǀideŶĐe. 

Après avoir formulé des nano-émulsions stabilisées par les phospholipides du complexe 

phospholipopeptidique (150-220 nm), nous avons testé in vitro et in vivo leur efficacité sur la 

biodisponibilité des molécules testées. Différentes formulations, vectorisant le coenzyme 

Q10, ont été introduites par voie orale chez des rats cathétérisés. La concentration 

plasmatique de coenzyme Q10 retrouvée dans la circulation sanguine des animaux a été 

mesurée pour chaque foƌŵulatioŶ adŵiŶistƌĠe. L͛effiĐaĐitĠ de la ǀeĐtoƌisatioŶ suƌ l͛aĐtiǀitĠ 

anticancéreuse de la curcumine a été également été étudiée sur une lignée de cellules 

cancéreuses de type MCF7. 

Le présent document présente trois chapitres. La première partie regroupe une synthèse 

bibliographique permettant de faiƌe uŶ poiŶt suƌ l͛eŶseŵďle des teĐhŶiƋues d͛eǆtƌaĐtioŶ, les 

effets des AGPI-LC, les produits existants, avant de présenter le contexte du projet. Le 

deuǆiğŵe Đhapitƌe ĐoŶĐeƌŶe l͛appƌoĐhe ŵĠthodologique (physicochimique, in vitro et in 

vivo), utilisée pour ce travail. Enfin, le dernier chapitre présente les résultats expérimentaux 

les plus pertinents obtenus à la fois à l͛ĠĐhelle scientifique et industrielle. 
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2.1 Lipides d͛oƌigiŶe ŵaƌiŶe 

2.1.1 Structure et nomenclature des lipides 

Les lipides sont généralement divisés en deux grands groupes ; les lipides simples et les 

lipides complexes (Figure 2:1). Les acides gras sont des molécules organiques composées 

d͛uŶe ĐhaîŶe ĐaƌďoŶĠe teƌŵiŶĠe paƌ uŶ gƌoupeŵeŶt ĐaƌďoǆǇliƋue ;-COOHͿ et d͛uŶ 

groupement méthyle (-CHϯͿ à l͛autƌe eǆtƌĠŵitĠ. Ils se ĐaƌaĐtĠƌiseŶt paƌ la loŶgueuƌ de leuƌ 

chaîne carbonée, le nombre de doubles liaisons et la position de celles-ci sur la chaîne 

aliphatique. OŶ distiŶgue aiŶsi les aĐides gƌas satuƌĠs ;AGSͿ Ŷ͛aǇaŶt auĐuŶe douďle liaisoŶ, 

monoinsaturés (AGMI) présentant une seule double liaison, et polyinsaturés (AGPI) 

présentant plusieurs doubles liaisons (2 à 6). 

 

2.1.2 Lipides simples  

Les lipides simples ou neutres sont des molécules complètement apolaires, insolubles dans 

l͛eau et soluďles daŶs les solǀaŶts oƌgaŶiƋues ;diĠthǇl Ġtheƌ, heǆaŶe, ďeŶzğŶe, Đhloƌofoƌŵe 

et ŵĠthaŶolͿ. PƌiŶĐipaleŵeŶt ĐoŵposĠe d͛uŶe Đhaîne aliphatique terminée par un 

groupement carboxylique, la structure de ces molécules peut présenter différentes 

ĐoŶfiguƌatioŶs paƌ la pƌĠseŶĐe d͛uŶe ou plusieuƌs liaisoŶs ĠthǇlĠŶiƋues, peƌŵettaŶt uŶ 

classement en plusieurs catégories. 

Parmi les AGPI, on retrouve 4 familles en fonction de la position de la première insaturation 

par rapport au groupement méthyle N terminal : n-7 (oméga 7), n-9 (oméga 9), n-6 (oméga 

6) et n-3 (oméga-3). Ces acides gras peuvent être estérifiés sur un squelette de glycérol 

donnant naissance à des monoacylglycérols (MAG), des diacylglycérols (DAG) ou des 

triacylglycérols (TAG) (Christie, 2003). 
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Figure 2:1 Classification des lipides 

 

Les huiles commerciales obtenues après raffinage sont généralement composées de 

triacylglycérols représentés sur la Figure 2:2. 

 

Figure 2:2 Structure chimique d'un triacylglycérol (R1, R2 et R3 : Acides gras) 

 

2.1.3 Lipides complexes  

Les lipides complexes représentent la classe des lipides contenant le phosphore, 

gĠŶĠƌaleŵeŶt sous foƌŵe d͛esteƌs d͛aĐide phosphorique (H3PO4) mais aussi parfois sous 
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foƌŵe d͛aĐide phosphoŶiƋue ;H3PO3) qui est très instable (Christie, 2003; Wang, 2008). Les 

phospholipides (PL) sont divisés en deux sous classes : les glycérophospholipides et les 

sphingolipides.  

2.1.3.1 Les glycérophospholipides 

L͛ĠlĠŵeŶt de ďase ĐoŶstituaŶt Đette sous Đlasse de phospholipides est l͛aĐide 

phosphatidiƋue Ƌui est ĐoŶstituĠ d͛uŶ glǇĐĠƌol suƌ leƋuel soŶt estĠƌifiĠs deuǆ aĐides gras et 

un acide phosphorique (H3PO4Ϳ. EŶ s͛assoĐiaŶt à uŶ alĐool de tǇpe sérine, choline, 

éthanolamine ou iŶositol, l͛aĐide phosphatidiƋue foƌŵe ƌespeĐtiǀeŵeŶt la 

phosphatidylsérine (PS), la phosphatidylcholine (PC), la phosphatidyléthanolamine (PE) et le 

phosphatidylinositol (PI) (Figure 2:3). 

 

Structure chimique de la PC 

 

Structure chimique de la PE 

 

Structure chimique de la PS 

 

Structure chimique du PI 

Figure 2:3 Structure chimique des différents phospholipides 

 

Le phosphatidylglycérol (PG) et le diphosphatidylglycérol (DPG) appelé aussi la cardiolipine 

sont composés d͛uŶe deuǆiğŵe molécule de glycérol (Figure 2:4). La cardiolipine a été 

dĠĐouǀeƌte daŶs les Đellules ĐaƌdiaƋues d͛où son nom (Figure 2:5).  
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Figure 2:4 Structure chimique d'un PG 

 

 

Figure 2:5 Structure chimique d'un DPG 

 

Les plasmalogènes ou étherphospholipides (Figure 2:6) sont des dérivés des 

glycérophospholipides ayant la même structure que les acides phosphatidiƋues. L͛alcool gras 

est lié au premier carbone du glycérol par une liaison vinyl-Ġtheƌ au lieu d͛uŶe liaisoŶ esteƌ. 

 

Figure 2:6 Structure d'un plasmalogène 

 

Le groupement phosphate peut être lié à la sĠƌiŶe, la ĐholiŶe, l͛ĠthaŶolaŵiŶe ou l͛iŶositol. 

Les plus abondants dans la nature restent les plasmalogènes avec un groupement choline ou 

éthanolamine. 
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2.1.3.2 Les sphingolipides 

Les sphingolipides (Figure 2:7Ϳ soŶt ĐoŶstituĠs d͛uŶe sphiŶgosiŶe liĠe à uŶ aĐide gƌas paƌ sa 

fonction NH2. Les sphingolipides sont des lipides non essentiels pour la croissance et pour la 

sǇŶthğse d͛ĠŶeƌgie. CepeŶdaŶt, ŵalgƌĠ leur faible digestion, les sphingolipides intéragissent 

daŶs le luŵeŶ gastƌiƋue aǀeĐ les stĠƌols iŶhiďaŶt l͛aďsoƌptioŶ du ĐholestĠƌol. EŶ plus de leuƌ 

effet anti-cholestérolémiant, les sphingolipides influencent le métabolisme des 

triacylglycérols et présenteŶt des effets aŶtituŵoƌauǆ au Ŷiǀeau de l͛iŶtestiŶ, doŶt les 

mécanismes d͛aĐtioŶ soŶt eŶĐoƌe ŵal ĐoŶŶus (Nilsson, 2008). 

 

 

Figure 2:7 Structure chimique d'un sphingolipide  

 

Le plus simple des sphingolipides est le céramide (Figure 2:8Ϳ, doŶt l͛aĐide gƌas liĠ à la 

fonction NH2 de la sphingosine est soit saturé ou monoinsaturé (16 à 24 carbones). 

 

Figure 2:8 Structure chimique d'un céramide 

 

Les sphingolipides complexes sont divisés en deux catégories : les sphingomyélines et les 
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Figure 2:9 Structure chimique d'une sphingomyéline liée à un acide gras (R) 

 

Les glycolipides (Figure 2:10) sont composés de sphingosine liée à un acide gras et à un ose. 

 

Figure 2:10 Structure chimique d'un glycolipide lié à un acide gras (R) 

 

Les sources alimentaires principales de sphingolipides restent la viande, les produits laitiers 

;spĠĐialeŵeŶt le lait huŵaiŶͿ, les œufs, les pƌoduits à ďase de soja aiŶsi Ƌue la faƌiŶe de ďlĠ. 

Le poisson contient beaucoup moins de sphingolipides que la viande rouge, mais reste très 

riche en glycolipides. Le ratio sphingomyéline/glycolipide est compris entre 1 à 2,9 ; 5,2 à 

19,2 ; 1,6 à 8,3 respectivement dans le filet de poisson, la volaille et la viande rouge 

(Hellgren, 2001). Dans le cas du saumon, les études menées par Hellgren en 2001 montrent 

une teneur de 300 µmol/Kg en sphingolipides dont 187 µmol/Kg de sphingomyélines et 114 

µmol/Kg de glycolipides. 

 

2.1.4 Synthèse des acides gras polyinsaturés à partir des acides gras essentiels 
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sǇŶthĠtisĠs paƌ l͛oƌganisme. Chez les mammifères, le caractère indispensable de ces deux 
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Hansen et al., 1958) et doivent par conséquent être apportĠs paƌ l͛aliŵeŶtatioŶ. Ils soŶt 
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donc dits indispensables. EŶ effet, les aŶiŵauǆ Ŷe possğdeŶt Ƌue les Δϱ, Δϲ et Δϵ 

dĠsatuƌases Ƌui soŶt iŶĐapaďles de sǇŶthĠtiseƌ les pƌĠĐuƌseuƌs des deuǆ faŵilles ωϯ et ωϲ. 

Contrairement au métabolisme animal, les plantes sont capables de synthétiser les acides 

gras des deux familles n-3 et n-ϲ aiŶsi Ƌue de les ĐoŶǀeƌtiƌ d͛uŶe faŵille à uŶe autƌe eŶ 

ƌaisoŶ de la pƌĠseŶĐe des ΔϭϮ et Δϭϱ dĠsatuƌases (O'Keefe, 2002). Ces deux enzymes 

génèrent successivement le 18:2n-6 et le 18:3n-3 à paƌtiƌ de l͛aĐide olĠiƋue ;ϭϴ:ϭn-9). 

Ces deux acides gras sont les précurseurs métaboliques respectifs de dérivés à longue chaîne 

renfermant de quatre à six insaturations et de 20 à 22 carbones, notaŵŵeŶt l͛aĐide 

arachidonique (AA) (20:4n-6) pour la série oméga-ϲ, et l͛aĐide doĐosaheǆaĠŶoïƋue ;DHAͿ 

(22:6n-3) pour la série oméga-3. Les deux voies métaboliques de synthèse donnent 

naissance à des AGPI-LC qui peuvent entrer en compétition car elles utilisent les mêmes 

eŶzǇŵes de dĠsatuƌatioŶ et d͛ĠloŶgatioŶ. Les ƌĠaĐtioŶs d͛ĠloŶgatioŶ et de dĠsatuƌatioŶ oŶt 

lieu dans le foie. 

La Figure 2:11 représeŶte les deuǆ ǀoies ŵĠtaďoliƋues de la sǇŶthğse de l͛AA et du DHA à 

partir des précurseurs C18:2n-6 et C18:3n-3. Les deux voies métaboliques diffèrent par une 

Ġtape supplĠŵeŶtaiƌe daŶs la sǇŶthğse du DHA Ƌui est la β-oxydation et qui se produit dans 

les peroxysomes au sein des cellules hépatiques. 
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Figure 2:11 Voies ŵĠtaďoliƋues de sǇŶthğse du DHA et de l͛AA (Schmitz and Ecker, 2008) 

A. : Acide 

 

EŶ Đe Ƌui ĐoŶĐeƌŶe les souƌĐes d͛aĐides gƌas polǇiŶsatuƌĠs à loŶgue ĐhaîŶe ;AGPI-LC) de 

notre alimentation courante, la consommation de produits animaux terrestres (viaŶde, œufͿ 

et lait maternel permet de subvenir aux besoins en AGPI-LC de la série n-6. Les besoins en 
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montré que ce tauǆ de ĐoŶǀeƌsioŶ de l͛AAL eŶ EPA, s͛Ġtaďlit eŶtƌe Ϭ,Ϯ et Ϯϭ% (Emken et al., 

1998). 
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polaires. La biodisponibilité des AGPI-LC, est en effet directement liée aux mécanismes de 

digestion des lipides dont la finalité est de les rendre assimilable, pour traverser la 

ŵuƋueuse iŶtestiŶale de l'oƌgaŶisŵe. La digestioŶ et l͛aďsoƌptioŶ des lipides s͛effectuent 

daŶs l͛iŶtestiŶ gƌġle, où ils soŶt souŵis à l'action des lipases pancréatiques, des 

phospholipases A2 et des cholestérols estérases (Figure 2:12).  

Les acides gras estérifiés en position sn-1 et sn-ϯ suƌ les TAG soŶt liďĠƌĠs paƌ l͛aĐtioŶ de la 

lipase pancréatique dans le duodénum sous la forme de monoacylglycérols et d͛aĐides gƌas 

libres. Les acides gras en positions sn-2 des TAG sont absorbés et distribués dans des 

chylomicrons (Wanasundara and Shahidi, 1997). Positionnés en sn-2, les acides gras sont 

mieux absorbés (Favé et al., 2004). En ce qui concerne les phospholipides, il y a libération de 

lysophospholipides et des acides gras libres. Ces produits libérés sont ensuite émulsionnés 

avec les sels biliaires provenant de la vésicule biliaire pour produire une suspension 

micellaire à partir de laquelle les lipides sont absorbés à travers les membranes des cellules 

épithéliales. Au niveau de ces dernières, les produits de digestion sont rassemblés et 

intégrés dans des chylomicrons, qui sont ensuite libérés dans les petits vaisseaux 

lymphatiques via le canal thoracique pour atteindre la veine sous-clavière, la circulation 

saŶguiŶe et eŶfiŶ le Đœuƌ. Les ĐhǇloŵiĐƌoŶs seƌoŶt eŶsuite distƌiďuĠs daŶs tout l͛oƌgaŶisŵe 

à paƌtiƌ du Đœuƌ.  

Une partie des acides gras à courte ou moyenne chaîne (< 20 carbones) est absorbée sous 

leur forme non estérifiée. Ils passent directement dans le sang portal (veine porte) pour être 

ensuite métabolisés dans le foie. Les sels biliaires sont ensuite réabsorbés avec le cholestérol 

daŶs la paƌtie iŶfĠƌieuƌe de l͛iŶtestin grêle (iléon) (Harwood et al., 2002; Røyneberg, 2005). 
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Figure 2:12 Schéma récapitulatif de la digestion des lipides 

 

Plusieurs études ont montré que les phospholipides marins permettent une meilleure 

distribution des AGPI-LC oméga-3 au niveau du cerveau, comparés aux triacylglycérols 

(Lemaitre-Delaunay et al., 1999; Wijendran et al., 2002). Ceci peut être expliqué par la 

richesse des lipides polaires en AGPI-LC-oméga-3 ainsi que par leur comportement 

amphiphile qui leur confère une très bonne dispersibilité et une accessibilité envers les 

phospholipases (Henna Lu et al., 2011). EŶ effet, daŶs le tƌaĐtus iŶtestiŶal, l͛iŶteƌfaĐe lipide-

eau augŵeŶtĠe paƌ la pƌĠseŶĐe des phospholipides faĐilite l͛adsoƌptioŶ aiŶsi Ƌue la catalyse 

des lipases pancréatiques et des phospholipases (Cansell, 2010).  

Une étude effectuée sur des rats afin de suivre la biodisponibilité des AGPI-LC en fonction du 

régime alimentaire composé de différentes huiles (soja, saumon, phoque, foie de morue), 

phospholipides ;soja, ŵoƌue, ŵĠlaŶge ŵaƌiŶ ĐoŶteŶaŶt ϱϬ% d͛EPA et de DHA ϭ:ϮͿ et esteƌs 

ĠthǇliƋues, a ŵoŶtƌĠ l͛iŵpoƌtaŶĐe de la Ŷatuƌe du ǀeĐteuƌ d͛aĐides gƌas ;PL ou TAGͿ suƌ la 



Synthèse bibliographique 

43 
 

biodisponibilité des AGPI-LC dans des organes cibles comme le foie et le cerveau 

(Røyneberg, 2005). Les ƌĠsultats oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌu͛il Ŷ͛Ǉ a pas de diffĠƌeŶĐe d͛iŶĐoƌpoƌatioŶ des 

AGPI-LC loƌsƋu͛ils soŶt ǀeĐtoƌisĠs sous foƌŵe de TAG, ƋuelƋue soit la souƌĐe adŵiŶistƌĠe. 

Dans le foie, seules les sources marines, indépendamment du type du vecteur, permettent 

d͛augŵeŶteƌ la teŶeuƌ eŶ EPA et eŶ DHA. Au Ŷiǀeau du Đeƌǀeau, le tauǆ d͛EPA est augŵeŶtĠ 

uŶiƋueŵeŶt loƌs de l͛adŵiŶistƌatioŶ des ƌĠgiŵes ŵaƌiŶs, aloƌs Ƌue le tauǆ de DHA Ŷ͛est 

enrichi Ƌue paƌ l͛adŵiŶistƌatioŶ des PL ŵaƌiŶs, l͛huile de foie de ŵoƌue et l͛huile de phoƋue. 

Du fait de son encombrement stérique dû aux doubles liaisons, le DHA estérifié en position 

sn-Ϯ est pƌotĠgĠ ĐoŶtƌe l͛aĐtioŶ des lipases gastƌiƋues. Dans ces conditions, la fraction 

acylglycérol résiduelle se trouve fortement enrichie en AGPI-LC (Turon et al., 2004). 

 

2.2.2 Distribution régio-spécifique des acides gras sur le glycérol  

2.2.2.1 Régio-distribution des acides gras sur les TAG 

Une étude épidémiologique, menée par Kromann & Green ;ϭϵϴϬͿ suƌ l͛iŶĐideŶĐe de 

l'infarctus du myocarde chez les Inuit du Groenland, a montré un effet protecteur de la 

ĐoŶsoŵŵatioŶ d͛AGPI-LC contenus dans la graisse de phoque (Kromann and Green, 1980). 

Les fonctions physiologiques des acides gras dépendent de leur distribution 

iŶtƌaŵolĠĐulaiƌe. UŶe Ġtude Đoŵpaƌatiǀe ĐoŶĐeƌŶaŶt l͛effet de la ƌĠgiodistribution des AGPI-

LC ;EPA, DHAͿ ǀeĐtoƌisĠs paƌ de l͛huile de poissoŶ ǀeƌsus gƌaisse de phoƋue a ĠtĠ ŵeŶĠe par 

Ikeda et al., ;ϭϵϵϴͿ. Les ƌĠsultats de Đette Ġtude ŵoŶtƌeŶt Ƌu͛apƌğs ϯh d͛adŵiŶistƌatioŶ des 

huiles de phoƋue et de poissoŶ, ϲϮ et ϳϰ% de l͛EPA et du DHA pƌoǀeŶaŶt de l͛huile de 

poisson sont retenus parmi les TAG de la lymphe. Dans le cas de la graisse de phoque, les 

ƌĠsultats ŵoŶtƌeŶt uŶe ƌĠteŶtioŶ de ϵϰ et ϵϱ% d͛EPA et de DHA. Cette diffĠƌeŶĐe est due au 

fait que ces deux AGPI-LC sont retrouvés essentiellement en position sn-1 et sn-3 dans les 

triglycérides de la graisse de phoque et en position sn-2 daŶs les TAG de l͛huile de poissoŶ 

(Ikeda et al., 1998). 

De nombreuses études ont montré que les AGPI-LC se positionnent généralement en sn-2 au 

niveau du glycérol dans les huiles de poisson (Ando et al., 1992). Ce positionnement des 

AGPI-LC leuƌ pƌoĐuƌe uŶe gƌaŶde staďilitĠ faĐe à l͛oǆǇdatioŶ (Wijesundera et al., 2008).  

Il eǆiste plusieuƌs ŵĠthodes peƌŵettaŶt d͛ideŶtifieƌ les aĐides gƌas aiŶsi Ƌue leuƌ ƌĠgio-

distribution au niveau de la molécule de glycérol (Tableau 2:1). 
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Tableau 2:1 Les méthodes les plus utilisées pour identifier les acides gras estérifiés sur des TAG 

Méthode utilisée Principe Références 

Méthode 

enzymatique 

d͛ĠĐhaŶge 

d͛esteƌs 

Les lipases spécifiques (sn-1/3 ou sn-2) permettent 

l͛ĠĐhaŶge eŶtƌe les esteƌs d͛aĐides gƌas et l͛ĠthǇle aĐĠtate 

ajouté dans le milieu réactionnel. 

Injection directe en CPG. 

(Negishi et al., 2003) 

Hydrolyse 

enzymatique 

Purification des TAG par chromatographie sur couche 

mince. Hydrolyse par des lipases pancréatiques (sn-1/3). 

Séparation par chromatographie sur couche mince. 

Transméthylation des acides gras. 

Analyse par CPG. 

(Li et al., 2007a; Negishi 

et al., 2003; Yoon and 

Noh, 2011) 

 

Déacylation 

chimique  

Utilisation du bromure d'éthylmagnésium. 

Séparation par chromatographie sur couche mince. 

Transméthylation des acides gras. 

Analyse par CPG. 

(Ikeda et al., 1998; Turon 

et al., 2002) 

HPLC Phase ŵoďile ĐoŶstituĠe d͛heǆaŶe aǀeĐ Ϭ,ϱ% 

d͛aĐĠtoŶitƌile. 

La détection des acides gras en sn-Ϯ s͛effeĐtue eŶ UV à 

206 nm. 

(Adlof, 1995) 

RMN 1H et 13C  Les TAG sont solubilisés dans du chloroforme deutéré 

(20%). 

La composition en acides gras est déterminée en se 

basant sur la hauteur des pics retrouvés. 

(Miyake et al., 1998; 

Negishi et al., 2003; 

Pérignon et al., 2011) 

 

D͛apƌğs Negishi et al., (2003), les résultats de régiodistribution obtenus par la technique 

d͛ĠĐhaŶge d͛esteƌs soŶt pƌoĐhes de la teĐhŶiƋue de l͛hǇdƌolǇse eŶzǇŵatiƋue. TuƌoŶ et ses 

Đollaďoƌateuƌs ;ϮϬϬϮͿ oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌu͛eŶ ŵettaŶt uŶe plus gƌaŶde ƋuaŶtitĠ de ďƌoŵuƌe 

d'ĠthǇlŵagŶĠsiuŵ, la ƌĠaĐtioŶ Ŷ͛est plus alĠatoiƌe ǀis à ǀis des positioŶs d͛aĐides gƌas suƌ le 

glycérol car ce réactif représente une grande sélectivité pour les positions sn-1/sn-3.  

 

2.2.2.2 Régio-distribution des acides gras sur les phospholipides  

Il eǆiste peu d͛Ġtudes ƌĠĐeŶtes Ƌui se soŶt iŶtĠƌessĠes à ideŶtifieƌ la Ŷatuƌe et la positioŶ des 

acides gras suƌ les phospholipides ŵaƌiŶs. UŶe Ġtude suƌ l͛iŶflueŶĐe d͛uŶ tƌaiteŵeŶt 

thermique sur les phospholipides de différentes espèces de thon, menée par Aubourg et ses 

collaborateurs (1996), a montré une proportion importante de DHA en position sn-2 (43%) 
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contre 9,3% en position sn-1. Cette étude fait ressortir le caractère thermolabile de la 

molécule de DHA qui diminue après le procédé de cuisson quelque soit sa position (39,4% en 

sn-2 vs 14,7 en sn-1) (Aubourg et al., 1996). L͛effet d͛uŶ pƌoĐĠdĠ de ĐoŶgĠlatioŶ à -12°C 

pendant trois mois, a également été étudié sur les teneurs de DHA en position sn-1 et sn-2 

de PC de sauŵoŶ d͛AtlaŶtiƋue (Polvi et al., 1991). L͛aŶalǇse stĠƌĠospĠĐifiƋue a ƌĠǀĠlĠ Ƌue le 

DHA était majoritairement présent en grande quantité en position sn-2 (64,2%) 

contrairement à la position sn-1 (2,8%). Il ne reste plus que 42,9% de DHA en sn-2 vs 3,9% en 

sn-1 après 3 mois de conservation à -ϭϮ°C, ŵoŶtƌaŶt l͛iŵpoƌtaŶĐe du ŵode de ĐoŶseƌǀatioŶ 

sous atmosphère inerte. Miyashita et ses collaborateurs (1994) oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue la PC d͛œufs 

de saumon est plus stable vis à vis de l͛oǆǇdatioŶ Ƌue la PC de soja malgré une teneur plus 

élevée en AGPI-LC de la PC de saumon, en raison de la position importante des AGPI-LC en 

sn-2 pour la PC de saumon (Miyashita et al., 1994). 

Yoshida et ses collaborateurs (2011) ont étudié, la composition et la régio-distribution des 

acides gras estérifiés sur différentes classes de phopholipides de graines végétales (Yoshida 

et al., 2011). Contrairement aux enzymes utilisées pour l͛ideŶtifiĐatioŶ des aĐides gƌas 

estérifiés en position sn-1 et sn-ϯ suƌ le glǇĐĠƌol des TAG, l͛aŶalǇse des phospholipides 

s͛effeĐtue à l͛aide de la phospholipase A2 Ƌui hǇdƌolǇse spĠĐifiƋueŵeŶt l͛aĐide gƌas estĠƌifiĠ 

en sn-2 sur le phospholipide, libérant un acide gras libre et un lysophospholipide (Williams et 

al., 1995). Cette méthode sera abordée en détail dans le chapitre Matériels et Méthodes.  

Le tableau (Tableau 2:2) récapitule les principales techniques utilisées pour déterminer la 

régio-distribution des acides gras sur les phospholipides. 

 

Tableau 2:2 Les méthodes les plus utilisées pour identifier les acides gras estérifiés sur des 
phospholipides 

Méthode utilisée Principe Références 

Méthode 

enzymatique ; 

Phospholipase A2 

Méthode de Griffiths et al.,  

Utilisation du tampon borate (pH=8,9) 

Méthode modifiée par Ackman et al., : 

Utilisation du tampon Tris (pH=7,5) contenant du CaCl2 

(4mM) 

Méthode de Yoshida et al.,   

Utilisation du tampon Tris (pH=7,5) contenant du CaCl2 

(0,01mM) 

(Griffiths et al., 1985; Williams et 

al., 1995) 

(Polvi et al., 1991) 

 

(Yoshida and Kajimoto, 1978; 

Yoshida et al., 2009a; Yoshida et 

al., 2007; Yoshida et al., 2011) 

LC-MS Ionisation par électronébulisation (ESI) en mode négatif (Hvattum et al., 2000; Miller et al., 

2006; Pulfer and Murphy, 2003) 
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2.3 Oxydation des acides gras polyinsaturés à longue chaîne vectorisés sous forme 

de triacylglycérols, phospholipides ou esters éthyliques 

2.3.1 Les ƌĠaĐtioŶs d͛oǆǇdatioŶ 

Les lipides d͛oƌigiŶe ŵaƌiŶe se distiŶgueŶt des autƌes souƌĐes de lipides animales ou 

végétales par leur forte teneur en AGPI-LC. La qualité de ces huiles peut être altérée, que ce 

soit au niveau de leur extraction, de leur stockage ou de leur transformation, par deux 

phénomènes distincts : l͛hǇdƌolǇse et l͛oǆǇdatioŶ (Eymard, 2003). EŶ effet, l͛oǆǇdatioŶ des 

huiles provoque la détérioration de ses propriétés sensorielles (rancissement, changement 

de la texture et de la couleur), la diminution de la valeur nutritionnelle, un risque pour la 

santé du consommateur, ainsi que des pertes économiques (Gramza et al., 2006). En plus 

des flaǀeuƌs dĠsagƌĠaďles eŶgeŶdƌĠes, les pƌoduits d͛oǆydation (hydroperoxyles, hydroxyles, 

aldéhydes) (Figure 2:13) peuvent conduire au développement de maladies inflammatoires, à 

de l͛athĠƌosĐlĠƌose, à l͛affaiďlisseŵeŶt des ƌĠpoŶses iŵŵuŶitaiƌes ŵais aussi eŶgeŶdƌeƌ des 

troubles neurodégénératifs (Henna Lu et al., 2011; Spiteller, 2006).  

 

 

Figure 2:13 CiŶĠtiƋue d͛oǆǇdatioŶ des aĐides gƌas iŶsatuƌĠs 

 

La réaction d'oxydation produit en premier lieu des radicaux instables (radicaux libres et 

hydroperoxydes) qui se transforment en composés secondaires comme les aldéhydes, les 

cétones et les alcools responsables des flaveurs désagréables (Eymard and Genot, 2003). En 

foŶĐtioŶ de la ĐoŵpositioŶ eŶ aĐides gƌas et du Ŷoŵďƌe d͛iŶsatuƌatioŶs, les lipides peuǀeŶt 
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ġtƌe plus ou ŵoiŶs seŶsiďles auǆ ƌĠaĐtioŶs d͛oǆǇdatioŶ, initiées par des facteurs 

intrinsèques, comme le nombre et la position des insaturations, la nature du vecteur 

d͛aĐides gƌas ;tƌiaĐǇlglǇĐĠƌols, esteƌs ĠthǇliƋues, phospholipides…Ϳ et la positioŶ des aĐides 

gƌas suƌ le ǀeĐteuƌ. D͛autƌes faĐteuƌs Đoŵŵe la pƌĠsence de pro-oxydants (ions métalliques, 

oǆǇgğŶe, hğŵes ou eŶzǇŵesͿ et l͛utilisatioŶ d͛aŶtioǆǇdaŶts peuǀeŶt ƌaleŶtiƌ ou aĐĐĠlĠƌeƌ 

l͛oǆǇdatioŶ des lipides (Andreo et al., 2003). Certains paramètres externes peuvent 

ĠgaleŵeŶt pƌoǀoƋueƌ l͛oǆǇdatioŶ de ces derniers (procédés mécaniques, broyage, cuisson, 

eǆpositioŶ à la luŵiğƌe, pƌĠseŶĐe d͛oǆǇgğŶeͿ (Andreo et al., 2003).  

La ƌĠaĐtioŶ d͛oǆǇdatioŶ est uŶe ƌĠaĐtioŶ ƌadiĐalaiƌe iƌƌĠǀeƌsiďle Ƌui se dĠƌoule eŶ tƌois 

étapes (Figure 2:14). L͛iŶitiatioŶ ou Ġtape d͛aŵoƌçage ĐoŶduit gƌâĐe à l͛appoƌt d͛ĠŶeƌgie à la 

formation des premiers radicaux alkyles (R°) à partir des acides gras (RH) (Villière and Genot, 

2006).  
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Figure 2:14 ‘epƌĠseŶtatioŶ sĐhĠŵatiƋue du ŵĠĐaŶisŵe ƌĠaĐtioŶŶel de l͛auto-oxydation des lipides 
(Villière and Genot, 2006) 

 

La deuxième étape réactionnelle est la propagation au cours de laquelle les radicaux alkyles 

foƌŵĠs loƌs de l͛Ġtape d͛iŶitiatioŶ ƌĠagisseŶt aǀeĐ les ŵolĠĐules d͛oǆǇgğŶe pouƌ foƌŵeƌ des 

ƌadiĐauǆ peƌoǆǇles ;‘OO°Ϳ. Ces ƌadiĐauǆ liďƌes ŶĠofoƌŵĠs ;‘OO°Ϳ soŶt Đapaďles d͛eŶleǀeƌ de 

Ŷouǀeauǆ atoŵes d͛hǇdƌogğŶe auǆ autƌes aĐides gƌas insaturés adjacents et de former ainsi 

des hydropeƌoǆǇdes ;‘OOHͿ. Ces deƌŶieƌs, pƌoduits pƌiŵaiƌes iŶstaďles de l͛oǆǇdatioŶ, soŶt 

facilement décomposés en radicaux alcoyles qui peuvent aussi enlever un atome 

d͛hǇdƌogğŶe à d͛autƌes lipides, aŶŶoŶçaŶt aiŶsi, une nouvelle phase de propagation 

oǆǇdatiǀe. D͛autƌe paƌt, les hǇdƌopeƌoǆǇdes se dĠĐoŵposeŶt et foƌŵeŶt des pƌoduits 

seĐoŶdaiƌes de l͛oǆǇdatioŶ (Eymard, 2003; Villière and Genot, 2006). Les hydroperoxydes 

contiennent souvent des diènes conjugués (Nawar, 1984). 

Une fois que les espèces radicalaires réagissent entre elles pour former des produits non 

ƌadiĐalaiƌes, Ŷous aƌƌiǀoŶs à la phase teƌŵiŶale de la ƌĠaĐtioŶ d͛oǆǇdatioŶ. Ces pƌoduits ŶoŶ 
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radicalaires formés peuvent se décomposer à leur tour et donner naissance à des produits 

seĐoŶdaiƌes. Les ƌĠaĐtioŶs d͛oǆǇdatioŶ soŶt dĠtaillĠes daŶs la Figure 2:15. 

 

 

Figure 2:15 EƋuatioŶs des ƌĠaĐtioŶs d͛oǆǇdatioŶ des aĐides gƌas 

ROO° : peroxyles, ROOH : hydroperoxydes, R° : radicaux alkyles, RH : acides gras 

 

Les phĠŶoŵğŶes d͛oǆǇdatioŶ des pƌoduits de la ŵeƌ, peuǀeŶt ġtƌe palliĠs paƌ plusieuƌs 

méthodes (Pazos et al., 2005), Đoŵŵe la ĐoŶgĠlatioŶ, le laǀage Ƌui peƌŵet d͛ĠliŵiŶeƌ les 

composés prooxydants, le conditionnement sous vide ou sous gaz inerte (azote), ainsi que 

l͛additioŶ de ĐhĠlateuƌs de ŵĠtauǆ (Gramza et al., 2006). CepeŶdaŶt, l͛utilisatioŶ 

d͛aŶtioǆǇdaŶts ƌeste toujouƌs la ŵĠthode la plus effiĐaĐe pouƌ liŵiteƌ l͛oǆǇdatioŶ et le 

rancissement des huiles de poisson (Pazos et al., 2005). 

2.3.1.1 Principaux antioxydants utilisés  

Un antioxydant est une substance qui, ajoutée à faible dose à un produit naturellement 

oǆǇdaďle à l͛aiƌ, est Đapaďle de ƌaleŶtiƌ le phĠŶoŵğŶe d͛oǆǇdatioŶ. Le ŵĠĐaŶisŵe d͛aĐtioŶ 

gĠŶĠƌal des aŶtioǆǇdaŶts est ďasĠ suƌ uŶe ĐoŵpĠtitioŶ eŶtƌe l͛aŶtioǆǇdaŶt et le lipide pouƌ 

ĐĠdeƌ uŶ atoŵe d͛hǇdƌogğŶe au ƌadiĐal peƌoǆǇle. Il eǆiste deuǆ ĐatĠgoƌies d͛aŶtioǆǇdaŶts : 

2.3.1.1.1 Les antioxydants de synthèse  

Les principaux antioxydants synthétiques sont le BHA (butylhydroxyanisole), le BHT 

(butylhydroxyltoluène) et le THBQ (tertiobutylhydroquinone). 

Cependant, les consommateurs et les industries alimentaires préfèrent additionner à leurs 

produits des antioxydants naturels (Gramza et al., 2006). 
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2.3.1.1.2 Les antioxydants naturels    

Parmi les antioxydants naturels, les tocophérols ou la vitamine E sont des composés 

phénoliques, lipophiles prévenant la formation des radicaux libres. On les retrouve 

naturellement au niveau des huiles végétales comme l͛huile de soja. SeloŶ FƌaŶkel, (1996), 

les antioxydants apolaires sont plus efficaces que les antioxydants polaires pour les huiles 

(Frankel, 1996). L͛aĐide-L-ascorbique ou vitamine C est une molécule hydrophile, largement 

utilisée en industrie, qui agit principalement comme réducteur d͛oǆǇgğŶe. Sa ĐapaĐitĠ 

antioxygène est due à son groupement ène-diol. 

Une étude effectuée par Ogwok et ses collaborateurs (2008) sur la stabilité oxydative de 

l͛huile de peƌĐhe du Nil, ĐoŶseƌǀĠe à ϲϱ°C, a ŵoŶtƌĠ Ƌu͛uŶe teŶeuƌ ĠleǀĠe eŶ antioxydants 

naturels eŶdogğŶe ;α-toĐophĠƌol, ǀitaŵiŶe A et β-carotène) dans l'huile offre une protection 

contre les processus de dégradation oxydative, et permet de prolonger sa durée de vie 

(Ogwok et al., 2008). La ƋuaŶtitĠ d͛aŶtioǆǇdaŶts pƌĠseŶte au Ŷiǀeau des tissus de la perche 

diffère en fonction de son âge et de sa taille (Tableau 2:3). 

 

Tableau 2:3 Le ĐoŶteŶu eŶ vitaŵiŶe A, β-ĐaƌotğŶe et α-tocophérol dans l'huile extraite de la perche 
du Nil en fonction de sa taille (mg/100g d'huile) (Ogwok et al., 2008) 

poids du poisson (Kg) Vitamine A β-carotène α-tocophérol 

1-2 3,94 ± 0,02 2,93 ± 0,03 11,4 ± 0,92 

10-30 4,04 ± 0,01 3,35 ± 0,01 6,57 ± 0,63 

40-80 5,92 ± 0,02 4,69 ± 0,01 2,11 ± 0,03 

 

Une étude comparative récente effectuée par Wang et ses collaborateurs (2011) sur la 

staďilitĠ oǆǇdatiǀe d͛uŶ ŵĠlaŶge d͛huiles de poisson, stocké à deux températures différentes 

(4 et 30°C), ŵoŶtƌe uŶ effet aŶtioǆǇdaŶt de l͛aĐide ĐaƌŶosiƋue, ƋuelƋue soit sa ĐoŶĐeŶtƌatioŶ 

(0,1, 0,2 et Ϭ,ϯ ŵg/g d͛aĐide ĐaƌŶosiƋueͿ, supĠƌieuƌ à Ϭ,Ϯ ŵg/g d͛α-tocophérol. Cette 

molécule reste tout de même plus effiĐaĐe ĐoŶtƌe l͛oǆǇdatioŶ Ƌue la ǀitaŵiŶe E ŵais plus 

faible que le TBHQ (0,2 mg/g de TBHQ) qui est un antioxydant synthétique (Wang et al., 

2011).  

2.3.1.1.3 Méthodes de mesure du tauǆ d’oǆǇdatioŶ  

Le Tableau 2:4, ci-dessous, présente les méthodes classiques et usuelles permettant 

d͛Ġǀalueƌ le tauǆ d͛oǆǇdatioŶ des lipides.  
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Tableau 2:4 MĠthodes ĐlassiƋues de l͛ĠvaluatioŶ de la ƋualitĠ des huiles, des pƌoduits d͛oǆǇdatioŶ 
et d͛autƌes ĐoŵposĠes lipidiƋues (Curtis, 2007) 

 

Méthodes 
Type de produit 

d͛oǆǇdatioŶ 
Principe de la méthode 

Références 
officielles des 

méthodes 
Indice de peroxydes  Produit primaire OǆǇdatioŶ de l͛ioduƌe de 

potassium par les 
hǇdƌopeƌoǆǇdes de l͛huile  

AOCS Cd 8-53 
AOCS Cd 8b-90 
ISO 3960:2001 
IUPAC 2.501 

Diènes et triènes 
conjugués  

Produit primaire Mesure des diènes par UV, 
absorbance à 233 nm; triènes à 
268 nm (échantillon solubilisé 
dans du chloroforme/méthanol 
2:1) 

AOCS Cd 7-58 
ISO 3656:2002 
IUPAC 2.206 

Indice de p-Anisidine  Produit 
secondaire 

Dosage des produits 
secondaires de la réaction 
d͛oǆǇdatioŶ ;aldĠhǇdesͿ daŶs 
l͛huile paƌ le ƌĠaĐtif para-
anisidine  

AOCS Cd 18-90 
ISO 6885:2006 
IUPAC 2.501 
Ph.Eur. 2.5.36 

Teneur en polymères 
(oligomères)  

Produit 
secondaire 

 Chromatographie d'exclusion 
stérique  
 

AOCS Cd 22-91 
Ph.Eur. 2005: 1352 
Ph.Eur. 2005:2063 
Ph.Eur. 2006:1250 
ISO 16931:2001 
IUPAC 2.508 

IŶdiĐe d͛aĐide Produit primaire Dosage des acides gras libres 
des huiles par titration avec du 
KOH  

AOCS Cd 3d-63 
ISO 660: 1996 
Ph.Eur. 2.5.1 
IUPAC 2.201 

Trans isomères Produit primaire FTIR : absorbance à 966 cm-1 
des doubles liaisons trans 

AOCS Cd 14d-96 
AOCS Cd 14d-99 

Insaponifiables - Détermination gravimétrique 
des composants non-
saponifiables (stérols) 

AOCS Ca 6b-53 
Ph.Eur. 2.5.7 
ISO 18609:2000 

Cholestérol total Produit 
secondaire 

CPG-IFD : mesure des fractions 
non-sapoŶifiaďles de l͛huile 

AOCS Ch 6-91 
Ph.Eur. 2.4.32 

Dosage du tocophérol 
(antioxydant)  

- LC : utilisatioŶ d͛uŶ dĠteĐteuƌ à 
fluorescence  

AOCS Ce 8-89 
ISO 9936:2006 

FTIR, Infrarouge à transformée de Fourrier ; CPG-IFD, Chromatographie phase gaz avec détection à ionisation 

de flamme ; LC, Chromatographie liquide ; AOCS, AŵeƌiĐaŶ Oil Cheŵists’ SoĐietǇ ; ISO, International Standards 

Organization ; IUPAC, International Union of Pure and Applied Chemistry ; Ph.Eur., European Pharmacopoeia 

 

2.3.2 Comportement des AGPI-LC sous forme de phospholipides, triacylglycérols ou 

d͛esteƌs ĠthǇliƋues faĐe auǆ ƌĠaĐtioŶs d͛oǆǇdatioŶ 

Différentes études montrent que les acides gras restent protégés plus longtemps contre les 

ƌĠaĐtioŶs d͛oǆǇdatioŶ loƌsƋu͛ils soŶt estĠƌifiĠs sous foƌŵe de phospholipides Ƌue sous foƌŵe 

de tƌiaĐǇlglǇĐĠƌols, ǀoiƌe d͛esteƌs ĠthǇliƋues. KiŶg et ses Đollaďoƌateuƌs (1992), ont travaillé 

suƌ l͛iŶflueŶĐe des phospholipides extraits à partir du tassergal (Pomatomus saltatrix), riche 
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en AGPI-LC, suƌ l͛oǆǇdatioŶ de l͛huile de sauŵoŶ. Leuƌs ƌĠsultats ŵoŶtƌeŶt Ƌu͛eŶ ƌajoutaŶt 

2,5% et 5% de phospholipides dans l͛huile de sauŵoŶ, la staďilitĠ de l͛huile est augŵeŶtĠe 

duƌaŶt uŶ Đhauffage de ϱϱ et ϭϴϬ°C eŶ ĐoŵpaƌaisoŶ aǀeĐ diffĠƌeŶts lots d͛huile de sauŵoŶ 

;ďƌute, ĐoŶteŶaŶt du BHT ;Ϭ,ϬϮ%Ϳ ou d͛autƌes fƌaĐtioŶs lipidiƋues ;ϱ%Ϳ du tasseƌgalͿ. AǀeĐ 

une teneur en DHA de 34%, les phospholipides présentent une grande stabilité face à 

l͛oǆǇdatioŶ eŶ ĐoŵpaƌaisoŶ aǀeĐ les lipides Ŷeutƌes, ĐoŶteŶaŶt seuleŵeŶt ϭϱ% de DHA (King 

et al., 1992). Une autre étude effectuée par Boyd et ses collaborateurs (1998) a également 

ŵoŶtƌĠ l͛effet pƌoteĐteuƌ des phospholipides ĐoŶtƌe l͛oxydation en rajoutant 0,5% de PL à 

Ϯ,ϱ g d͛uŶ ŵĠlaŶge d͛huiles de sauŵoŶ et de ŵeŶhadeŶ. Les ƌĠsultats oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue les 

phospholipides permettent de réduire la formation des composés volatils dans les deux 

sǇstğŵes d͛huiles. Ils ont un effet chélateur synergique avec les antioxydants (Boyd et al., 

1998). 

SoŶg et ses Đollaďoƌateuƌs ;ϭϵϵϳͿ, oŶt ĠtudiĠ l͛auto-oxydation du DHA sous forme de 

phospholipides, de tƌiaĐǇlglǇĐĠƌols et d͛esteƌs ĠthǇliƋues suƌ uŶe pĠƌiode de 10 semaines à 

25°C (Tableau 2:5). Les résultats montrent une diminution drastique de la teneur en DHA en 

fonction de la molécule vectrice. Au bout de 5 semaines de conservation, la quantité de DHA 

estérifié sur les phospholipides et les esters éthyliques reste toujours stable (10,0 et 9,4 

mol%, respectivement) contrairement au DHA estérifié sur les triacylglycérols (0,9 mol%). Au 

bout de 10 semaines de stockage, seule la teneur en DHA estérifié sur les phospholipides 

reste élevée (Song et al., 1997). 

Nous aǀoŶs effeĐtuĠ uŶe Ġtude eŶ ϮϬϭϬ poƌtaŶt suƌ le suiǀi de l͛oǆǇdatioŶ de l͛huile et de la 

lécithine de saumon riche en AGPI-LC sous leur forme brute et émulsionnée (Belhaj et al., 

2010).  
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Tableau 2:5 Changement de la composition en acides gras des différentes classes lipidiques après 
une auto-oxydation à 25°C pendant 10 semaines (Song et al., 1997) 

 
Temps initial 

Après 5 semaines de 

stockage 

Après 10 semaines de 

stockage 

Acides gras 

 (mol%) 
PL EE TG 

Huile de 

palme + 

20% 

d'huile 

de soja 

PL EE TG 

Huile de 

palme + 

20% 

d'huile 

de soja 

PL EE TG 

Huile de 

palme + 

20% 

d'huile 

de soja 

16:0 32,5 41,6 41,8 41,7 32,7 41,2 60,2 41,4 35,3 47,4 61,8 40,6 

16: I (n-7) 1,7 3,2 3,2 0,2 2,6 4,3 3,8 0,4 1,3 4,9 2,1 0 

18:0 11,1 4,8 5,1 4,3 10,7 5,3 9,8 4,5 10,8 6 7,4 4,2 

18: I (n-9) 27,7 22,8 22,4 35,8 28,4 22,4 20,5 35,4 26,9 25,4 25,5 36,1 

18:2 (n-6) 11,4 11,4 10,6 17,2 11.5 11,7 1,9 17,4 11,9 9,7 1,8 18,2 

18:3 (n-3) 0,2 0,6 0,6 0,8 0,3 0,6 0,8 0,9 0,3 0,5 0,3 0,9 

20:4 (n-6) 1,3 0,4 0,9 - 1,2 0,6 0,1 - 1,2 0,6 0,3 - 

20:5 (n-3) 1,5 3 3,1 - 1,1 2,6 1,9 - 1,1 1,2 0,3 - 

22:5 (n-6) 0,3 0,9 0,9 - 0,1 0,9 0,1 - 0,2 0,6 0,2 - 

22:5 (n-3) 1,5 0,7 0,7 - 1,4 0,7 0,1 - 1,4 0,4 0,1 - 

22:6 (n-3) 10,7 10,7 10,7 - 10 9,4 0,9 - 9,6 3,5 0,3 - 

n-6/n-3 0,9 0,8 0,8 22,3 1 1 0,6 20,2 1,1 2 2,4 21,5 

PL (phospholipides), EE (esters éthyliques), et TG (triacylglycérols) 

 

Les ƌĠsultats oďteŶus paƌ tƌois teĐhŶiƋues diffĠƌeŶtes de ŵesuƌe de l͛oǆǇdatioŶ (diènes 

conjugués, indice de polyènes et spectroscopie infrarouge), ont montré que la lécithine de 

sauŵoŶ est plus staďle faĐe à l͛oǆǇdatioŶ ĐoŵpaƌĠe à l͛huile de sauŵoŶ. D͛autƌe paƌt, 

l͛utilisatioŶ de lĠĐithiŶe de sauŵoŶ pouƌ ses pƌopƌiĠtĠs ĠŵulsifiaŶtes, améliore la protection 

de la phase lipidiƋue ;huile + lĠĐithiŶeͿ ĐoŶtƌe l͛oǆǇdatioŶ de ŶaŶoĠŵulsioŶs. Ces ƌĠsultats 

sont confirmés par Liolios et ses collaborateurs (2009) Ƌui ƌappoƌteŶt Ƌue l͛eŶĐapsulatioŶ de 

différents principes actifs dans des liposomes de phosphatidylcholine, est une très bonne 

ŵĠthode pouƌ les pƌotĠgeƌ ĐoŶtƌe les faĐteuƌs eŶǀiƌoŶŶeŵeŶtauǆ iŶduisaŶt l͛oǆǇdatioŶ 

(Liolios et al., 2009).  
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2.4 SouƌĐes d͛aĐides gƌas polǇiŶsatuƌĠs à loŶgue ĐhaîŶe 

2.4.1 Le plancton 

Les poissons représenteŶt la pƌiŶĐipale souƌĐe d͛aĐides gƌas polǇiŶsatuƌĠs à loŶgue ĐhaîŶe. 

Cette spécificité des ressources halieutiques provient de la forte teneur en AGPI n-3 des 

ĠĐosǇstğŵes ŵaƌiŶs. Les aĐides gƌas tels Ƌue l͛EPA et le DHA se ƌetƌouǀeŶt eŶ gƌaŶde 

quantité (40%) dans les algues unicellulaires qui constituent le premier maillon de la chaîne 

alimentaire (Narayan et al., 2006). Le phyto et zooplancton, présents dans toutes les mers et 

les océans, possèdent un potentiel lipidique important en proportion, et diversifié en terme 

de classes lipidiques. Leur faible mobilité est compensée par une flottabilité directement lié 

à la densité de ces lipides, servant de réserve énergétique (TAG, ester de cires) (Tableau 2:6 

et Tableau 2:7). 

 

Tableau 2:6 Composition en acides gras du phytoplancton et de quatre espèces différentes de 
micro algues (Devos et al., 2006; Linder et al., 2010) 

Acides gras Phytoplancton 
Isochrysis 

galbana 

Phaeodactylum 

tricornutum 

Porphyridium 

cruentum 

Crypthecodinium 

cohnii (ATCC 30556) 

14 : 0 7,41 10,1 5,9 0,5 13,98 
iso 15 : 0 1,17 - - - - 
15 : 0 1,45 - - - - 
16 : 0 24,67 20,3 14,5 26,4 14,73 
16 : 1 n-7 5,05 21,4 0,7 0,9 - 
18 : 0 4,57 0,7 0,3 0,7 10,29 
18:1n-9 4,87 1,4 0,7 0,6 1,52 
18:1n-7 2,9 3,6 0,8 1,2 - 
18:2n-6 1,42 0,9 2,7 8,1 - 
18:3n-3 1,27 1,2 0,4 - - 
18:4n-3 2,24 6,4 0,2 - - 
20:1n-11 0,23 - - - - 
20:1n-9 1,56 0,2 - - - 
20:2NMID 0,57 - - - - 
22:2NMID 0,11 - - - - 

20:4n-6 0,64 0,7 3,6 26,4 - 

20:4n-3 - - 0,6 0,1 - 

20:5n-3 9,28 22,6 24,3 27,5 - 
22:5n-3 0,41 0,2 2,2 

 
0,38 

22:6n-3 14,97 8,4 1 0,4 57,32 
NMID FA: Non-Methylene-Interrupted Dienoic Fatty Acid 

Les acides gras sont présentés en pourcentage par rapport aux acides gras totaux 

 

Certains acides gras spécifiques sont utilisés comme bio-marqueurs en raison de leur 

localisation spécifique, comme les acides gras C16:1n-7 et C20:5n-3 présents chez les 

diatomées ou les acides gras C18:4n-3 et C22:6n-3 retrouvés en grande proportion chez les 
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dinoflagellés (Alkanani et al., 2007). Ils permettent aussi de suivre les mouvements du 

phytoplancton en fonction des courants marins. 

 

Tableau 2:7 : CoŵpositioŶ eŶ lipides de ĐopĠpodes de l͛OĐĠaŶ AŶtaƌĐtiƋue (Hagen and Auel, 2001)  

Caractéristiques 
Calanoides 

acutus 

Rhincalanus 

gigas 

Calanus 

propinquus 

Metridia 

gerlachei 

Pareuchaeta 

antarctica 

Taille maximale (mm) 5 8 5 4 9 

Taux maximal en 

lipides 
51%  33%  56%  44%  45%  

Forme de lipides 

stockés 

Esters de 

cire 

Esters de 

cire 
Triacylglycérols 

Esters de cire / 

Triacylglycérols 
Esters de cire 

Acides gras essentiels 20 :1 ; 22 :1 
16 :1 ; 18 :1 ; 

18 :4 

22 :1 (2 

isomers) 
16 :1 ; 18 :1 16 :1 ; 18 :1 

 
 

2.4.2 Le Krill 

Le Krill de l͛aŶtaƌĐtiƋue (Euphausia superba) est l͛espğĐe la plus aďoŶdaŶte daŶs les ŵeƌs et 

les océans. Paradoxalement, cette espèce marine de Krill ǀiǀaŶt daŶs les eauǆ de l͛oĐĠaŶ 

Austral est la moins exploitée dans le monde. Sa biomasse est estimée à 650 millions de 

tonnes (Thorpe et al., 2007). Euphausia superba ƌepƌĠseŶte ϯϬ à ϵϬ% de l͛aliŵeŶtatioŶ des 

oiseaux, poissons, calmars, phoques et baleines (150 MT /an). La composition en acides gras 

du Krill intéresse de plus en plus le domaine de la nutraceutique en raison de sa richesse en 

AGPI-LC vectorisés par des lipides polaires et neutres, ainsi que par une teneur élevée en 

antioxydants, ŶotaŵŵeŶt l͛astaǆaŶthiŶe (Burri, 2011). Parmi les 85 espèces de Krill, seules 

six espèces ont un intérêt commercial doŶt tƌois d͛eŶtƌe elles soŶt pƌĠseŶtĠes dans le 

Tableau 2:8. L͛huile de Krill contient environ 40% de phospholipides représentés en majorité 

par la phosphatidylcholine (80%). Cependant le Krill possède un système enzymatique qui 

entraîne une protéolyse et une lipolyse importante suite à sa capture, rendant difficile la 

conservation des lipides. 
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Tableau 2:8 Composition en acides gras de trois espèces parmi les six espèces de Krill 
commercialisés (Ju and Harvey, 2004) 

Acides gras 
Euphausia 

 superba 

Euphausia 

 tricantha 

Euphausia 

 frigida 

14:00 1,2 0,6 0,9 

16:00 16,2 13,4 18,0 

16:1n-7 1,3 1,5 2,2 

18:00 1,2 5,6 5,9 

18:1n-9 5,9 17,7 15,3 

18:1n-7 8,0 10,5 12,9 

18:2n-6 0,6 1,8 2,2 

20:1n-9 0,3 9,5 3,1 

20:5n-3 31,6 6,7 10,9 

22:6n-3 28,3 15,8 18,1 

Les acides gras sont présentés en pourcentage par rapport aux acides gras totaux 

 

2.4.3 Le poisson : souƌĐe d͛acides gras oméga-3 

2.4.3.1 Captures et consommation 

SouƌĐe de pƌotĠiŶes et d͛aĐides gƌas de la sĠƌie Ŷ-3 importante, la consommation de poisson 

est recommandée par les autorités sanitaires pour ses effets bénéfiques sur la santé (ANSES, 

2010). Les ressources en poisson proviennent des captures directes mais aussi de 

l͛aƋuaĐultuƌe. Les Đaptuƌes de pġĐhe plafoŶŶeŶt depuis plusieuƌs aŶŶĠes autouƌ de ϵϮ 

millions de tonnes au niveau mondial (Figure 2:16) et ne permettent de répondre à la 

demande (FAO, 2007). Pouƌ pallieƌ à la deŵaŶde, l͛aƋuaĐultuƌe au Ŷiǀeau ŵoŶdial peƌŵet 

de fouƌŶiƌ ϱϭ ŵillioŶs de toŶŶes et Ŷe Đesse d͛augŵeŶteƌ. Le ŵaƌĐhĠ ŵoŶdial est doŵiŶĠ 

paƌ la ChiŶe où ϵϬ% de la ĐoŶsoŵŵatioŶ pƌoǀieŶt de l͛aƋuaĐultuƌe ;ĐǇpƌiŶidĠsͿ. EŶ Euƌope, 

la production aquacole se focalise principalement sur les salmonidés (truite, saumon) mais 

aussi sur des espèces comme la daurade, le bar et le turbot.  

Les productions aquacoles doivent leurs grandes évolutions aux recommandations 

nutritionnelles des organisations pour la santé, aux études scientifiques effectuées prouvant 

leuƌs effets suƌ la saŶtĠ du ĐoŶsoŵŵateuƌ, aiŶsi Ƌu͛à la ǀague ŵĠdiatiƋue des oŵĠga-3.  
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Figure 2:16 Tonnage des 10 premières espèces de poisson péchées dans le monde (FAO, 2007) 

 

2.4.3.2 Teneur en lipides et composition en acides gras 

Il est généralement admis de classer les différentes espèces de poisson en fonction de leur 

teneur en lipides (Harris et al., 2011). Les poissons dits « maigres » ont une teneur en lipides 

dans le muscle inférieure à 2 % (morue, églefin, merlan, lieu jaune) contrairement aux 

poissons dits « gras » qui présentent un pourcentage en lipides supérieur à 8% (sardine, 

maquereau, hareng). Entre ces deux catégories, il existe différentes espèces qui stockent les 

lipides au niveau du muscle ou du tissu adipeux périviscéral, comme le saumon (Fontagné-

Dicharry and Médale, 2010 ).  

La composition en acides gras des poissons varie en fonction des espèces, de leur taille, du 

seǆe, de l͛eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt ;teŵpĠƌatuƌe/saliŶitĠͿ, de la saisoŶ, du ĐǇĐle Đellulaiƌe, ŵais 

suƌtout eŶ foŶĐtioŶ de l͛aliŵeŶtatioŶ (Linder, 2003; Narayan et al., 2004; Pickova and 

Morkore, 2007). 

Les tableaux suivants illustrent cette variabilité de la composition en acides gras chez une 

même espèce de hareng en fonction de la période et du lieu de capture (Tableau 2:9 et 

Tableau 2:10). La teneur en lipide du hareng peut évoluer de 4,5 à 19,9 % en fonction de la 

saison (Jensen et al., 2007). Ces variations sont également observées chez les petits 

pĠlagiƋues Đoŵŵe la saƌdiŶe et l͛aŶĐhois (Zlatanos and Laskaridis, 2007). 

1,1 

1,6 

1,7 

1,8 

2 

2 

2,2 

2,5 

2,9 
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Tableau 2:9 Pourcentage en lipides, EPA et DHA du hareng en fonction de la période et du lieu des 
captures (Jensen et al., 2007; Linder et al., 2010) 

Pêche Nombre de hareng EPA DHA Lipides 

Mer du nord, Est - juillet - 2001 26 6,9 ± 0,2 11,0±0,4 16,0 ± 0,9 

Skagerrak - juillet - 2001 193 6,5 ± 0,1 10,0 ± 0,1 16,9 ± 0,3 

Cattégat - juillet - 2001 33 6,8 ± 0,3 11,0 ± 0,5 14,0 ± 0,9 

Mer du nord, Ouest - août - 2001 61 6,1 ± 0,2 10,6 ± 0,2 15,6 ± 0,5 

Mer Baltique - novembre - 2001 58 6,1 ± 0,1 10,9 ± 0,1 12,7 ± 0,3 

Mer Baltique - mars - 2002 56 5,1 ± 0,1 9,6 ± 0,2 9,5 ± 0,4 

Mer du nord, Est - juin - 2002 39 7,0 ± 0,2 11,5 ± 0,5 12,9 ± 0,8 

Mer du nord, Est - juillet - 2002 19 7,8 ± 0,4 13,8±1,3 9,6 ± 1,1 

Skagerrak - juillet - 2002 157 6,4 ± 0,1 10,3 ± 0,2 14,6 ± 0,3 

Cattégat - juillet - 2002 40 6,4 ± 0,1 10,0 ± 0,2 15,4 ± 0,5 

Mer du nord, Ouest - septembre - 2002 57 5,8 ± 0,1 10,2 ± 0,2 10,1 ± 0,4 

Mer du nord, Nord - novembre - 2002 50 5,4 ± 0,1 11,0 ± 0,4 6,5 ± 0,4 

Mer du nord, Nord - février - 2003 50 4,4 ± 0,2 13,1 ± 0,6 4,5 ± 0,3 

Cattégat - février - 2003 50 4,5 ± 0,1 9,5 ± 0,4 7,9 ± 0,4 

Mer du nord, Nord - mai - 2003  48 11 ± 0,3 11,9 ± 0,3 6,9 ± 0,3 

L’EPA, le DHA et les lipides soŶt pƌĠseŶtĠs eŶ pouƌĐeŶtage  

 

Tableau 2:10 Teneur en lipides eŶ g/ϭϬϬg d͛ĠĐhaŶtilloŶ seĐ de tƌois poissoŶs, la saƌdiŶe, l͛aŶĐhois 
et le picarel en fonction des saisons (Jensen et al., 2007; Linder et al., 2010) 

 
Février Avril Juin Août Octobre Décembre 

Sardine 
 (Sardina pilchardus) 

3,88 ± 0,2 11,86 ± 0,6 11,47 ± 0,5 5,88 ± 0,2 8,46 ± 0,5 6,92 ± 0,2 

Anchois 
(Engraulis encrasicholus) 

5,71 ± 0,4 3,41 ± 0,3 1,32 ± 0,2 0,94 ± 0,2 2,99 ± 0,3 2,85 ± 0,2 

Picarel 
(Spicara smaris) 

4,42 ± 0,4 4,52 ± 0,3 2,95 ± 0,2 0,93 ± 0,2 1,85 ± 0,3 3,06 ± 0,3 

 

L͛Ġtude CALIPSO effeĐtuĠe paƌ Sirot et al., (2008) représente une compilation riche et 

complète de la composition en acides gras des différents produits de la mer achetés et 

consommés par la population française. Le tableau suivant représente ces produits de la 

mer, qui ne sont pas nécessairement produits ou pêchés en France (Tableau 2:11) (Sirot et 

al., 2008). 
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Tableau 2:11 Moyenne de la composition en quelques acides gras des poissons frais et surgelés consommés en France (mg/100g de lipides)* 

Poisson 

n
**

 

Li
p

id
es

 (
g/

10
0g

) 

C
12

:0
 

C
14

:0
 

C
14

:1
 n

-5
 

C
15

:0
 

C
16

:0
 

C
16

:1
 n

-7
 

C
18

:0
 

C
18

:1
 t

ra
n

s 

C
18

:1
 c

is
 n

-9
 

C
18

:1
 c

is
 n

-7
 

C
18

:2
 n

-6
 (

A
L)

 

C
18

:3
 n

-6
 

C
18

:3
 n

-3
 (

A
A

L)
 

C
18

:4
 n

-3
 

C
20

:0
 

C
20

:2
 n

-6
 

C
20

:4
 n

-6
 (

A
A

) 

C
20

:5
 n

-3
 (

EP
A

) 

C
22

:5
 n

-3
 (

D
P

A
) 

C
22

:6
 n

-3
 (

D
H

A
) 

A
G

S*
**

 

A
G

M
I*

**
 

A
G

P
I-

LC
 n

-3
**

* 

A
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P
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Anchois 1 7,51 -  134 -  -  964 97 422 -  840 -  172 -  211 -  -  -  510 701 964 1365 1520 937 3241 682 

Lotte  4 0,21 -  8 -  -  32 6 12 1 18 2 1 -  -  1 -  -  6 26 2 37 52 33 66 7 

Roussette 4 0,55 -  -  -  -  71 5 20 -  42 1 2 -  -  1 -  -  22 113 15 66 93 70 195 23 

Morue 4 0,3 -  1 -  -  45 2 10 2 19 2 1 -  -  5 -  -  7 28 4 75 57 24 112 8 

Limande commune 4 0,72 -  14 -  1 119 25 27 1 83 -  3 -  1 13 5 -  28 84 22 131 174 120 250 30 

Anguille 1 20,4 56 675 112 31 3525 1759 847 -  7379 - 618 -  151 296 -  -  666 432 286 716 5583 9591 1880 1285 

Empereur 3 5,78 78 26 -  -  541 412 77 30 1616 106 132 3 6 667 8 -  65 471 53 742 847 2212 1940 201 

Carrelet 2 0,37 - 10 - - 60 20 12 - 22 9 1 - 1 2 4 - 14 46 6 41 97 53 97 15 

Rougets  3 3,75 -  54 3 5 673 173 151 -  592 -  19 2 4 50 10 -  127 348 77 669 908 801 1147 148 

Grenadier/ 

hoki 4 0,44 -  4 -  -  50 6 16 1 45 2 3 -  2 30 -  -  4 41 8 78 74 66 160 8 

Grondin  1 0,73 -  26 -  -  194 -  68 53 66 -  10 - -  -  49 -  -  43 -  3 336 120 46 10 

Aiglefin 1 0,25 -  -  -  -  44 1 11 4 12 -  2 -  2 -  -  -  8 18 5 60 60 18 84 10 

Merlu 4 0,59 -  7 -  -  89 13 21 -  73 -  3 1 1 9 11 -  10 28 19 123 130 87 180 14 

Flétan 4 11,7 -  366 -  -  1832 808 295 109 1544 329 75 -  9 1296 143 -  116 969 285 1400 3041 3069 3960 191 

John dory  2 0,59 -  5 -  -  93 5 27 -  57 -  2 -  2 5 2 -  10 32 8 156 129 63 203 13 

Lingue 4 0,33 - - - - 47 4 16 1 22 3 2 

 

- 2 1 - 3 45 1 65 65 45 112 4 

Maquereau  4 7,07 -  179 -  10 1198 145 327 15 1258 - 145 -  58 343 120 -  114 662 118 1404 1867 1436 2585 259 

Lieu jaune 3 0,27 -  -  -  -  45 2 11 1 18 3 1 -  -  1 -  -  4 15 4 76 64 24 97 5 

Moue 1 0,29 -  4 - 1 43 6 20 1 6 -  1 -  1 4 1 -  13 36 6 30 89 20 77 14 

Raie  4 0,61 -  -  -  - 105 2 20 1 71 - - 

 

- 7 - - 23 17 15 156 129 77 195 23 

Lieu noir/colin 4 1,04 17 10 -  -  144 5 32 1 162 5 120 -  2 9 2 -  7 71 7 173 206 174 262 126 

Saumon  4 13,5 -  640 7 8 2472 576 360 248 2204 74 577 13 174 672 105 -  81 1112 349 2164 4006 3237 4472 671 
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A
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LC
 n
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Sardine 4 5,72 -  179 -  11 1200 197 276 -  808 3 37 4 40 146 42 -  89 638 118 1269 1779 1081 2270 130 

Rascasse  1 2,27 -  52 -  -  342 72 51 25 265 -  13 -  -  205 16 -  45 121 57 507 464 399 890 57 

Bar 4 2,99 2 44 1 3 502 124 154 3 380 27 47 4 12 40 7 2 72 357 65 617 732 561 1090 125 

Dorade  4 4,89 -  93 -  -  887 249 234 287 605 37 195 6 27 70 28 -  149 497 140 773 1308 1233 1507 350 

Sole  4 0,4 -  6 -  -  62 12 21 -  30 7 3 -  1 -  4 -  16 14 22 72 101 52 109 19 

Espadon 4 12,4 - 241 -  30 2035 488 651 37 2108 469 70 24 39 367 191 -  447 1265 343 1750 3398 3328 3764 541 

Thon 4 0,73 -  6 -  1 109 10 53 -  94 1 12 1 3 4 3 -  18 35 7 131 187 113 179 31 

Merlan  4 0,25 -  1 -  -  37 2 9 -  22 -  1 -  1 6 1 - 3 15 3 69 53 29 93 5 

 

* Un tiret signifie que la valeur est en dessous de la limite de quantification (0,1g/100g de la totalité des lipides) 

** QuaŶtitĠ d’échantillons, chaque échantillon étant composé de cinq échantillons primaires de la même espèce, représentatif des méthodes d ’appƌovisionnement dans 

chaque zone (port, marché, supermarché... ) 

*** Les totaux d'AGS, AGMI, AGPI et AGPI-LC représentent la somme de tous les acides gras analysés (La totalité des 48 acides gras analysés n'apparaît pas dans le tableau) 
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2.4.3.3 Effet de l͛aliŵeŶtatioŶ et des saisoŶs suƌ la ĐoŵpositioŶ eŶ aĐides gƌas des 

poissons 

La teneur en lipides et la nature des acides gras peuvent être modulées chez les poissons 

d͛aƋuaĐultuƌe eŶ foŶĐtioŶ de leuƌ aliŵeŶtatioŶ. L͛utilisatioŶ d͛aliŵeŶts à haute ĠŶeƌgie, 

ƌiĐhes eŶ lipides, peƌŵet de liŵiteƌ l͛appoƌt pƌotĠiƋue. DaŶs le ďut d͛augŵeŶteƌ la sǇŶthğse 

eŶ EPA et DHA Đhez les poissoŶs d͛aƋuaĐultuƌe, uŶe aliŵeŶtatioŶ tƌğs ƌiĐhe eŶ pƌĠĐuƌseuƌs 

est utilisée, contenant principalement des huiles végétales riches en en acides gras oméga-3 

Đoŵŵe l͛huile de liŶ, l͛huile de Đolza et l͛huile de ĐhaŶǀƌe (Pickova and Morkore, 2007) 

(Tableau 2:12).  

Tableau 2:12 Pourcentage des acides gras de la famille des omega3 et le ratio n-6/n-3 des huiles de 
sources végétales utilisées en aquaculture (Pickova and Morkore, 2007) 

TǇpe d͛huile % n-3 Ration n-6/n-3 

Huile de soja 8 7 
Huile de lin 60 0,2 
Huile de chanvre 22 2,5 
Huile de colza 13 2 
Huile d͛olive 1 8 
Huile de palme 0,5 20 
Huile de coton - >100 
Huile de maïs 1 60 
Huile de tournesol 0,5 >100 

 

CepeŶdaŶt, Đette utilisatioŶ d͛huiles ǀĠgĠtales eŶtƌaiŶe uŶe ŵodifiĐatioŶ du pƌofil eŶ aĐides 

gras et notamment en AGPI-LC car les poissons marins ont une capacité limitée de 

bioconversion des acides gras essentiels en EPA et DHA (Miller et al., 2008).  

Le pƌofil d͛aĐides gƌas des poissoŶs, spĠĐialeŵeŶt les aĐides gƌas estĠƌifiĠs suƌ les 

triacylglycérols, reflète la composition en acides gras du régime alimentaire. La morue 

d'AtlaŶtiƋue Ŷouƌƌie aǀeĐ de l͛huile de soja contiennent plus de 18:1n-9, de 18:2n-6 et moins 

de 20:5n-3, de 22:5n-3 et de 22:6n-3 contrairement à une alimentation qui contient 

uniquement des huiles de poisson commerciales (Mørkøre, 2006).  

Chez les espèces de poissons maigres, cet effet pourrait être moins prononcé car le muscle 

contient de très faible quantité de lipides, il est majoritairement constitué de 

phospholipides, qui sont plus stables et difficilement altérés par les régimes alimentaires. 

CepeŶdaŶt, les poissoŶs gƌas stoĐkeŶt les aĐides gƌas pƌoǀeŶaŶt de l͛aliŵeŶtatioŶ pouƌ les 

besoins énergétiques (Mørkøre, 2006; Zhou et al., 1996).  
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Un régime de finition peut être apporté pour rétablir cet équilibre en alimentant les 

poissoŶs aǀeĐ de l͛huile ŵaƌiŶe (Harris et al., 2011). Ce régime peut atteindre 24 semaines 

daŶs le Đas de sauŵoŶ d͛AtlaŶtiƋue. Le Tableau 2:13 présente la diversité de composition en 

acides gras chez différentes espèces de saumon. 

 

Tableau 2:13 Composition en acides gras de saumon d͛oƌigiŶes ŵaƌiŶes diffĠƌeŶtes (%) 

a: (Refsgaard et al., 1998) ; b: (Aursand et al., 2000); c: (Peng et al., 2003); d: (Nanton et al., 2007)  

Acides 
gras 

Salmo salar 
Norvège 

(a) 

Saumon 
d͛EĐosse 

(b) 

Saumon 
de 

Norvège 
(b) 

Salmo salar 
anadromous 

(c) 

Saumon 
d͛AtlaŶtiƋue 

(d) 

Saumon 
d͛AtlaŶtiƋue 

(d) 

14 :0 4,8 3,6 3,5 7,7 4,3 0,8 
15 :0 0,4 - - - - - 
16 :0 17,3 7,0 6,4 15,8 13,3 13,8 
16 :1 n-7 6,7 6,6 4,8 8,4 - - 
18 :0 3,4 2,1 2,3 3,0 2,7 3,5 
18 :1 n-9 9,3 13,4 10,8 14,3 14,8 37,0 
18 :1 n-7 2,6 - 2,4 3,4 2,8 2,2 
18 :2 n-6 1,5 4,4 2,8 4,3 2,8 12,2 
18 :3 n-3 0,8 - - 1,2 1,0 7,2 
18 :4 n-3 2,1 - - 1,9 1,3 0,9 
20 :1 n-9 2,1 12,5 11,5 8,5 9,3 2,8 
20 :4 n-6 1,3 - - 0,4 0,6 0,5 
20 :5 n-3 15,6 13,4 7,4 4,2 4,8 2,8 
22 :5 n-5 2,0 1,0 3,4 1,9 2,4 0,9 
22 :6 n-3 11,4 10,2 14,3 9,6 15,7 7,9 

Les acides gras sont présentés en pourcentage par rapport aux acides gras totaux 

D͛apƌğs la littĠƌatuƌe, il seŵďleƌait Ƌue les poissoŶs issus de l͛aƋuaĐultuƌe ĐoŶtieŶŶeŶt uŶ 

pourcentage plus élevé en EPA/DHA comparés aux poissons capturés (Narayan et al., 2006). 

Les espèces aquatiques vivant dans des eaux froides, contiennent généralement des teneurs 

en EPA et DHA plus importantes (Narayan et al., 2004) (Tableau 2:14). 

 

Tableau 2:14 QuaŶtitĠ d͛EPA et de DHA chez quelques poissons en g/100g de poisson cru  

Poisson EPA (g) DHA (g) EPA/DHA 

Morue de l'atlantique 0,06 0,12 0,50 

Morue du pacifique 0,08 0,14 0,57 

MaƋueƌeau d͛AtlaŶtiƋue 0,90 1,40 0,64 

SauŵoŶ d͛AtlaŶtiƋue sauvage 0,32 1,11 0,29 

SauŵoŶ d͛AtlaŶtiƋue d'Ġlevage 0,86 1,10 0,48 

Saumon, Coho sauvage 0,43 0,66 0,65 

Saumon, Coho d'élevage 0,36 0,82 0,44 
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2.4.4 Acides gras omega-3 et santé 

Depuis le début des années 1970, les acides gras polyinsaturés plus communément appelés 

AGPI, foŶt l͛oďjet d͛uŶe atteŶtioŶ toute paƌtiĐuliğƌe de la ĐoŵŵuŶautĠ sĐieŶtifiƋue eŶ ƌaisoŶ 

de leurs effets bénéfiques sur la santé humaine (Narayan et al., 2006). Le point de départ, 

mis en exergue par une étude épidémiologique conduite par une équipe danoise (Bang and 

Dyerberg, 1972; Dyeberg et al., 1975) a été de corréler une faible incidence des maladies 

cardio-ǀasĐulaiƌes Đhez uŶe populatioŶ d͛esƋuiŵauǆ du GƌoeŶlaŶd aǀeĐ uŶ ƌĠgiŵe 

alimentaire riche en poissons et mammifères marins (400 g par jour) contenant de fortes 

proportions des acides gras éicosapentaénoïque (EPA) et docosahexaénoïque (DHA).  

Ces deux molécules, chefs de file des acides gras polyinsaturés à longue chaîne (AGPI-LC), 

foŶt l͛oďjet de tƌğs Ŷoŵďƌeuses Ġtudes eŶ ƌaisoŶ de leuƌ foƌt poteŶtiel daŶs la pƌĠǀeŶtioŶ de 

l͛athĠƌosĐlĠƌose, de l'hǇpeƌĐholestĠƌolĠŵie et de l'hǇpeƌtƌiglǇĐĠƌidĠŵie plasmatique 

(Rambjor et al., 1996; Saldeen et al., 1998). La régulation du tonus vasculaire, la pression, la 

ǀisĐositĠ saŶguiŶe et l͛agƌĠgatioŶ plaƋuettaiƌe soŶt ĠgaleŵeŶt iŶflueŶĐĠe faǀoƌaďleŵeŶt paƌ 

ces composants lipidiques (Freese and Mutanen, 1997; Ikeda et al., 1994; Vognild et al., 

1998).  

Outre leur fonction énergétique, les AGPI-LC sont des constituants importants des 

phospholipides ŵeŵďƌaŶaiƌes des Đellules de l͛oƌgaŶisŵe et des pƌĠĐuƌseuƌs de ŵĠdiateuƌs 

oxygénés (prostaglandines, thromboxanes, leucotriènes) intervenant notamment dans les 

pƌoĐessus d͛iŶflaŵŵatioŶ et d͛agƌĠgatioŶ plaƋuettaire. Précurseurs des eicosanoïdes, les 

AGPI n-3 jouent un rôle dans les réponses immunitaires (Kelley and Bendich, 1996) et dans 

ĐeƌtaiŶes ŵaladies iŶflaŵŵatoiƌes telles Ƌue l͛aƌthƌite ƌhuŵatoïde (Kremer, 2000), le 

psoriasis (Simopoulos, 1991), la néphrite glomérulaire (Donadio Jr, 2000) ou l͛eĐzĠŵa 

(Horrobin, 2000).  

L͛aĐtiǀitĠ aŶti-iŶflaŵŵatoiƌe des ω-ϯ iŶteƌǀieŶt au Ŷiǀeau du ŵĠtaďolisŵe de l͛aĐide 

arachidonique (AA) par la cyclooxygénase II où l͛EPA peut eŶtƌeƌ eŶ ĐoŵpĠtitioŶ aǀeĐ l͛AA, 

ĐoŶduisaŶt à uŶe augŵeŶtatioŶ du ƌatio DHA/AA liŵitaŶt la pƌoduĐtioŶ d͛eïĐosaŶoïdes 

potentiellement pro-inflammatoires (Bousquet et al., 2011). De plus, l͛EPA iŶteƌǀieŶt eŶ 

iŶhiďaŶt l͛oǆǇgĠŶatioŶ de l͛AA, ĠǀitaŶt aiŶsi la pƌoduĐtioŶ de ŵĠtaďolites dĠƌiǀĠs pƌo-

iŶflaŵŵatoiƌes de l͛AA Đoŵŵe les pƌostaglaŶdiŶes, les thƌoŵďoǆaŶes et les leukotƌiğŶes. Le 

pouvoir anti-iŶflaŵŵatoiƌe des ω-3 provient également des dérivés de l͛EPA et suƌtout du 
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DHA tels que les résolvines et les protectines, qui inhibent la production et le transport des 

espèces pro-inflammatoires (Bousquet et al., 2011). 

D͛autƌe paƌt, des effets avérés semblent suggérer leur implication inhibitrice dans la genèse 

et la progression de certains cancers (Bougnoux, 1999; Gonzalez-Zulueta et al., 1995; 

Saadatian et al., 1999), en particulier les cancers du côlon, du sein et de la prostate.  

Le DHA, retrouvé en proportion importante dans les phospholipides membranaires, les 

neurones et la rétine (Neuringer et al., 1986), joue un rôle essentiel dans le développement 

et la ĐƌoissaŶĐe du fœtus et du ŶouƌƌissoŶ (Crawford, 2000; Gibson and Makrides, 1998; 

Henna Lu et al., 2011).  

Par ailleurs, des résultats prometteurs montrent le rôle particulier des AGPI-LC et 

notamment du DHA sur les pathologies liées au vieillissement (maladies neuro-

dĠgĠŶĠƌatiǀesͿ et foŶt l͛oďjet de Ŷoŵďƌeuses publications (Favrelière et al., 2003). En effet, il 

existe une association étroite entre les oméga-ϯ et l͛aŶǆiĠtĠ. UŶe Ġtude effeĐtuĠe eŶ 2002 

par Silvers et Scott a ŵoŶtƌĠ Ƌue la ĐoŶsoŵŵatioŶ de poissoŶ iŶflueŶĐe l͛Ġtat de saŶtĠ 

moral et physique du consommateur (Silvers and Scott, 2002). D͛autƌes Ġtudes 

épidémiologiques ont appuyé Đette ƌelatioŶ eŶ ŵettaŶt eŶ ĠǀideŶĐe Ƌu͛uŶ ƌĠgiŵe 

alimentaire riche en poisson permet de diminuer la dépression (Parker et al., 2006) et 

l͛aŶǆiĠtĠ (Ross, 2009). 

Une étude récente de Vinot et ses collaborateurs (2011) a montré une diminution de 

l͛aŶǆiĠtĠ, de l͛aĐtiǀitĠ loĐoŵotƌiĐe et uŶe aŵĠlioƌatioŶ des peƌfoƌŵaŶĐes ĐogŶitiǀes 

(mémoire spatiale) chez des souris supplémentées quotidiennement pendant 5 mois par des 

AGPI-LC issus d͛huile de poissoŶ (Vinot et al., 2011). 

Plusieurs études sur des modèles murins ont lié l͛aŶǆiĠtĠ au stress oxydant (Bouayed et al., 

2009). Ce dernier est ƌĠgulĠ paƌ l͛ĠƋuiliďƌe ƌedoǆ au Ŷiǀeau Đellulaiƌe. Il est à l͛oƌigiŶe de 

ŵaladies ŶeuƌodĠgĠŶĠƌatiǀes Đoŵŵe la ŵaladie de PaƌkiŶsoŶ, l͛Ġpilepsie, la ŵaladie 

d͛Alzheiŵeƌ ou la sĐhizophƌĠŶie. Cependant, les oméga-3 présentant des propriétés 

aŶtioǆǇdaŶtes, s͛aǀğƌeŶt aǀoiƌ la ĐapaĐitĠ de ƌĠguleƌ la glutathioŶ ƌĠduĐtase Ƌui est uŶe 

enzyme antioxydante. Ils permettent ainsi de diminuer le nombre de protéines oxydées, les 

doŵŵages suďis paƌ l͛ADN paƌ des peƌoǆǇdes et ĐeƌtaiŶes espğĐes ƌĠaĐtiǀes de l͛oǆǇgğŶe 

(ROS) (Bazan et al., 2005). 

Le Tableau 2:15 récapitule les études les plus citées concernant les effets physiologiques des 

AGPI-LC-oméga-3. 
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Tableau 2:15 Prévention et traitements de certaines maladies par les AGPI-LC  

Maladies Références 

Cancer (Calviello et al., 2007; Chen et al., 2007) 

Asthme bronchique (Kromann and Green, 1980; Reisman et al., 2006; Ruxton et al., 

2005) 

Sclérose en plaques   (Kromann and Green, 1980) 

Psoriasis (Kromann and Green, 1980; Zulfakar et al., 2007) 

Maladies cardiovasculaires  

Infarctus du myocarde  

(Biscione et al., 2007; Kromann and Green, 1980; Ruxton et al., 

2005; Zyriax and Windler, 2000)  

Maladies neurologiques et 

mentales (dépression, 

sĐhizophƌĠŶie, aŶǆiĠtĠ …Ϳ  

(Clayton et al., 2007; Mazza et al., 2007; Ruxton et al., 2005) 

Fonctions immunitaires et 

inflammation 

(Ruxton et al., 2005) 

Maladies intestinales (Diamond et al., 2008; Razack and Seidner, 2007) 

Autisme (Meguid et al., 2008) 

Diabète (Kromann and Green, 1980) 

 

2.4.5 Evolution du marché des acides gras oméga-3 

La ĐoŶsoŵŵatioŶ de pƌoduits ĐoŶteŶaŶt de l͛EPA et du DHA a augmenté considérablement 

ces dernières années en raison de la sensibilisation de la population sur les bienfaits des 

acides gras oméga-3 sur la prévention de certaines pathologies. Le marché de ces AGPI-LC a 

quadruplé depuis les années 2000 et le « Global Organization for EPA and DHA » estime que 

86 ϬϬϬ toŶŶes d͛huile ĐoŶteŶant ces AGPI-LC ont été consommées en 2009 (Ismail, 2010). 

Outres les huiles de poisson, qui constituent le plus gros segment du marché (anchois, 

sardine, menhaden), de nouveaux produits très riches en EPA et/ou DHA apparaissent sur le 

marché comme les huiles de Krill, de calmar, ou de micro-algues (Figure 2:17 et Tableau 

2:16). 
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Figure 2:17 Les diffĠƌeŶtes souƌĐes aĐtuelles d͛AGPI-LC (Frost and Sullivan, 2010) 
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Tableau 2:16 Compilation des produits commercialisés en concurrence avec le Vectomega® 

Nom du produit Emballage Source Nature des lipides 
oméga

3 
(%) 

Teneur en 
 AGPI-LC 

oméga3/capsule 

Autres composés 
bioactifs 

OM3 emotion 

 

anchois, sardines 
 

Esters éthyliques 

 

95% OMEGA-3 (mg) : 475 
EPA (mg) : 375 
DHA (mg) : 50 

Vitamine E 

Produits contenant uniquement des TAG 

HERBESAN® 
 

 

anchois, sardines 
 

Triglycérides 30% OMEGA-3 (mg) : 136 
EPA (mg) : 82 
DHA (mg) : 54,5 
 

Vitamine E 

ELTEANS 
COMPLÉMENT 

NUTRITIONNEL 
  

huiles de saumon, de soja-
carotte et l'huile de 
bourrache 

Triglycérides - - Pas d’autres 
composés actifs 

SELOMEGA 3 
 

 

huile de poisson 
extrêmement raffinée 
 

Triglycérides 60% 
 

EPA (mg) : 150 
DHA (mg) : 100 
 

Vitamine E 
Sélénium 

OM3memory 
 

 

anchois, sardines 
 

Triglycérides 60% 
 

OMEGA-3 (mg) : 250 
EPA (mg) : 41,7 
DHA (mg) : 208,5  

vitamine E 
CURCUMA LONGA L 
(mg) 27,5 

OMEGA SOURCE 3 
 

 

anchois et sardines 
 

Triglycérides 65% OMEGA-3 (mg) : 325 
EPA (mg) : 150 
DHA (mg) : 100 

vitamine E 
 

Oméga-3 -90% 
 

 

Chaire d’anchois et de 
sardines 
 

Triglycérides 90% 
 

OMEGA-3 (mg) : 500 
EPA (mg) : 350 
DHA (mg) : 50 
 

vitamine E 
 



Synthèse bibliographique 

68 
 

JUVAMINE Oméga-3 
Sérénité 

 
 

Poissons sauvages 
pélagiques 
 

Triglycérides 70% OMEGA-3 (mg) : 350 
EPA (mg) : 250 
DHA (mg) : 100 
 

vitamine E 
 

OMEGA SUPER PLUS 
 

 

Onagre ȋŒnothèreȌ et 
poisson  
 

Triglycérides 2,25% EPA + DHA (mg) : 
225 
  

vitamine E 
 

OM3flex 
 

 

anchois, sardines 
 

Triglycérides 90% OMEGA-3 (mg) : 300 
EPA (mg) : 233 
DHA (mg) : 33 
 

sulfate de zinc, 
vitamine E  
 

CORVITEC 

 

Onagre ȋŒnothèreȌ et 
poisson  

Triglycérides - OMEGA-3 (mg) : 200 
EPA (mg) : 60 
DHA (mg) : 40 
 

Hydrolysat cartilage 
marin ; Vitamine C, 
B3, B2, B1, E ; 
Magnésium, Extrait 
de Vitis vinifera, 
Zinc ;Lutéine, 
Lycopène Sélénium  

OMEGA 3 EQUILIBRE 
 

 

Poisson Triglycérides - OMEGA-3 (mg) : 
1500 
EPA (mg) : 150 
DHA (mg) : 750 
 

vitamine E 
 

OM3vital 
  

anchois, sardines 
 

Triglycérides 70% 
 

OMEGA-3 (mg) : 276 
EPA (mg) : 41 
DHA (mg) : 193 
 

Vitamine B1 
 

CARDIOM3 
  

anchois, sardines et thons 
 

Triglycérides 70% 
 

OMEGA-3 (mg) : 276 
EPA (mg) : 41 
DHA (mg) : 193 
 

Vitamine B1 
 

EPA ADULTES OMEGA 
3 - BIOVER 

 
 

Poisson Triglycérides - EPA (mg) : 165 
DHA (mg) : 110 
 

Vitamine E    
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OMEGA-3 HUILE DE 
POISSON- BIOVEA 

 
 

sardine, anchois, 
maquereau 
 

Triglycérides - EPA (mg) : 180 
DHA (mg) : 120 
 

Mélange de 
tocophérols 

Saumon 

 

Saumon Triglycérides - EPA (mg) : 50 
DHA (mg) : 50 
 

- 

Oméga-3-Yves Ponroy 
 

 

Chaire de poisson Triglycérides - OMEGA-3 (mg) : 276 Protéines de 
poisson hydrolysées 
Vitamine E 

OMÉGA PREMIUM - 
SUPER DIET 

 

 

anchois, sardines 
 

Triglycérides - OMEGA-3 (mg) : 350 
EPA (mg) : 250 
DHA (mg) : 100 
 

Vitamine E 

OMÉGA-3 (EPA, DHA) 
 

 

Poisson de haute mer Triglycérides 34% OMEGA-3 (mg) : 136 
EPA (mg) : 72 
DHA (mg) : 32 

Vitamine E 

Granio + restor 
 

 

poissons pêchés dans des 
zones océaniques 
 

Triglycérides 60% EPA (mg) : 158,44 
DHA (mg) : 111,84 

le sélénium et le 
magnésium 
 

Oméga-3 - Q10 - 
Pranarôm 

 

 

poissons marins gras et 
huiles végétales de colza et 
de rose musquée 
 

Triglycérides - - vitamine B9 
Coenzyme Q10 
 

Produits contenant des PL en plus des TAG 

OmégaKrill - Biocyte 
 

 

Krill Triglycérides 
Phospholipides (200 
mg) 

- OMEGA-3 (mg) : 150 
EPA (mg) : 75 
DHA (mg) : 75 

Vitamine A, E, 
Sodium 
Astaxanthine  
 

http://www.hydraligne.fr/omega-3-240-capsules-yves-ponroy.htm
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Phospholipides 
marins-Les oméga-3 

de la vision 
 

Krill Triglycérides 
Phospholipides 

- EPA (mg) : 25 
DHA (mg) : 59 
 

Astaxanthine (37 
mg) 

Polaroil 

 
 

Krill Triglycérides 
Phospholipides 

- OMEGA-3 (mg) : 115 
EPA (mg) : 57 
DHA (mg) : 33 
 

Astaxanthine > 50 
ppm 

Vectomega 

 

Saumon Triglycérides 
Phospholipides (80 
mg) 

- OMEGA-3 (mg) : 39 
EPA + DHA (mg) : 32 
 
 

Hydrolysat 
peptidique de 
saumon 

Molval 
 

 

Protéines : Molva molva 
Huile de poisson des mers 
froides 

Triglycérides - EPA (mg) : 28 
DHA (mg) : 18 

Vitamine E 

VitalSea 

 
 

Krill Triglycérides 
Phospholipides 
(120 mg) 

-  
OMEGA-3 (mg) : 198 
EPA (mg) : 45 
DHA (mg) : 27 

- 

Oemine Krill 

 

Krill Triglycérides 
Phospholipides 
(200 mg) 

- OMEGA-3 (mg) : 150 
EPA (mg) : 75 
DHA (mg) : 45 

- 

Caviar phospholipides 
- Œufs de saumon sauvage Triglycérides 

Phospholipides 
(90mg) 

- OMEGA-3 (mg) : 135 
EPA (mg) : 6,7 
DHA (mg) : 11,25 

- 

Oemine Psoriacalm 

 
 

Poissons de mers froides Triglycérides 
Phospholipides 
(76 mg) 

- OMEGA-3 (mg) : 28  
DHA/EPA : 4/2 

- 
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2.4.6 Teneur recommandée en AGPI-LC dans différents pays 

Les diffĠƌeŶtes oƌgaŶisatioŶs ŵoŶdiales ;FAO, OMSͿ s͛aĐĐoƌdeŶt suƌ le fait Ƌue daŶs la 

plupart des sociétés, la consommation en AGPI-LC-oméga-3 reste relativement faible. 

Actuellement, les régimes occidentaux ont atteint un ratio en acides gras oméga-6/oméga-3 

de 10/1 jusƋu͛à ϮϬ-25/1 (Simopoulos, 2011). Le ƌatio ωϲ/ωϯ atteint des valeurs très élevées 

en Europe, aux USA (50) et au Japon (12) contrairement aux premières observations de 

l͛ĠƋuipe daŶoise (Bang and Dyerberg, 1972) chez les Esquimaux du Groenland où l͛oŶ 

retrouve un ratio de 1 (Simopoulos, 2011). Les scientifiques sont unanimes concernant 

l͛iŵpoƌtaŶĐe de ƌĠduiƌe, daŶs uŶ ƌĠgiŵe aliŵeŶtaiƌe, la ƋuaŶtitĠ eŶ AGPI-LC-oméga-6 et 

d͛augŵeŶter la consommation des AGPI-LC-oméga-3, à la fois pour les adultes et les 

nouveaux nés (Simopoulos et al., 2000). Dans le but de corriger ce déficit en AGPI-LC-oméga- 

3, les recommandations établies prennent en compte, non seulement les quantités 

apportées, mais aussi la nature du régime alimentaire (Bockisch, 2010). Simopoulos et al., 

ont montré en 2000 Ƌu͛uŶ ƌĠgiŵe aliŵeŶtaiƌe sain correspond à une consommation 

iŵpoƌtaŶte d͛EPA et de DHA ĐouplĠe à uŶe ƌĠduĐtioŶ de ĐoŶsoŵŵatioŶ des huiles ǀĠgĠtales 

riches en acide linoléique et par conséquent une réduction en acide arachidonique (AA) 

(Simopoulos et al., 2000). 

Il a ĠtĠ dĠfiŶi ƌĠĐeŵŵeŶt paƌ l͛ageŶĐe ŶatioŶale de sĠĐuƌitĠ sanitaire (ANSES-rapport 

d͛eǆpeƌtise ĐolleĐtiǀe-Mai 2010) un besoin physiologique en acides gras totaux constituant 

eŶtƌe ϯϱ à ϰϬ % de l͚appoƌt énergétique (AE). En effet, un apport en lipides inférieur à 30 % 

de l͛AE conduit à réduire très significativement les apports en AGPI. De nouveaux apports 

nutritionnels conseillés (ANCͿ oŶt ĠtĠ Ġtaďlis pouƌ l͛EPA et le DHA et soŶt de Ϯϱ0 

mg/jour/adulte pour chacun de ces deux AGPI-LC. Les besoins sont fonction des individus et 

de leuƌ tƌaŶĐhe d͛âge ŵais il est iŶtĠƌessaŶt de Ŷoteƌ Ƌue toutes les ƌeĐoŵŵaŶdatioŶs eŶ 

EPA et DHA, établies par les organisations mondiales, ne sont pas en dessous de 200 mg/jr 

en moyenne (Bockisch, 2010).  

Le Tableau 2:17, ci-dessous, récapitule les différentes recommandations en EPA et DHA dans 

différents pays. 
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Tableau 2:17 Moyenne minimale quotidienne d'EPA+DHA d'après les recommandations de 
différents pays (Bockisch, 2010) 

Pays Année ANC (EPA + DHA) mg/jr 
France 2010 500 
USA (American Heart Association) 2002 1000 
USA (Scientific Advisory Committee) 2004 450 
Australie/Nouvelle Zélande 2005 610 (hommes) / 410 (femmes) 
Pays bas 2006 450 
Allemagne 2009 300 

 

La meilleure méthode permettant de couvrir les ANC en EPA + DHA est de consommer 

régulièrement du poisson tels que le saumon, le maquereau et la sardine, ou de 

supplémenter son alimentation par la prise de compléments alimentaires enrichis en acides 

gras de la série n-ϯ, ou de ĐoŶsoŵŵeƌ des gĠlules d͛huile de poissoŶ (Harris et al., 2011). 

Depuis quelques années, de nouveaux produits arrivent sur le marché permettant une 

vectorisation des AGPI-LC paƌ des lipides polaiƌes. C͛est le Đas du Krill, ŵais aussi des œufs de 

poisson. Dans ce secteur, un complexe phospholipopeptidique, a été développé à l͛ENSAIA 

et breveté sous le nom du Vectoméga®. Il est actuellement exploité sous licence par les 

Laboratoires Le Stum. 

 

2.4.7 Positionnement du Vectoméga® face au marché des compléments alimentaires 

riches en AGPI-LC 

Le Vectomega® est un complexe naturel de phospholipides, de triacylglycérols et de 

peptides marins. Cette innovation technologique est extraite sans solvant organique, par un 

procédé enzymatique à basse température sous atmosphère contrôlée, permettant de 

préserver les AGPI-LC. Le procédé, breveté, est exploité par les Laboratoires Le Stum à partir 

de têtes de saumon (Laboratoires Le Stum, 2005). 

La technologie employée permet de valoriser à la fois les hydrolysats peptidiques, les huiles 

neutres riches en antioxydants naturels et en AGPI-LC, ainsi que les lipides polaires sur 

lesquels sont estérifiés de fortes concentrations en DHA. 

La ŵaîtƌise du degƌĠ d͛hǇdƌolǇse peƌŵet d͛oďteŶiƌ des peptides ŵaƌiŶs naturellement 

associés aux phospholipides et participent au bon fonctionnement du métabolisme. De plus, 

ils permettent une excellente digestibilité, une stabilité et une tolérance optimale au produit 

(pas d'éructation, d'aigreur, ni de remontées d'odeur de poisson, malheureusement 

typiques des huiles de poisson). Pour le consommateur, le premier effet évident est un 
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masquage total des odeurs après ingestion. Il n'y a aucun reflux. La présence de peptides 

ĐoŶfğƌe d͛autƌe paƌt, uŶe soluďilitĠ aĐĐƌue du Đoŵpleǆe phospholipopeptidique 

(Laboratoires Le Stum, 2005). Différentes études scientifiques ont été menées pour valider 

son efficacité. Le Vectomega® a prouvé, dans une étude in vitro versus une huile de poisson 

de référence, sa supériorité d'assimilation, de résistance à l'oxydation et d'incorporation 

dans les membranes cellulaires. 

Une étude in vivo a confirmé cette biodisponibilité importante des oméga3 de Vectomega® 

(+300%) lorsqu'ils sont apportés sous une forme phospholipidique, comparée à une forme 

triglycéride (huile de poisson classique).  

Les résultats d'une deuxième étude in vivo suggèrent un intérêt de Vectomega® chez les 

sujets présentant un problème d'impulsivité, une des trois caractéristiques des troubles du 

déficit de l'attention/hyperactivité (TDAH). Un suivi de cas réalisé pendant 2 mois sur 40 

volontaires sains a montré l'effet de Vectomega® pour l͛aŵĠlioƌatioŶ de la mémoire, la 

concentration, le tonus, le sommeil et la récupération physique. 

2.4.8 Retour sur les différents procédĠs d͛eǆtƌaĐtioŶ des huiles et lĠĐithiŶes ŵaƌiŶes 

2.4.8.1 MĠthode d͛eǆtƌaĐtioŶ des huiles 

Les huiles ŵaƌiŶes soŶt gĠŶĠƌaleŵeŶt eǆtƌaites à paƌtiƌ de petits pĠlagiƋues d͛eau fƌoide 

ĐoŶteŶaŶt de foƌtes pƌopoƌtioŶs d͛EPA et de DHA Đoŵŵe la saƌdiŶe, l͛aŶĐhois, le Đapelan, le 

hareng et le menhaden dont les principaux pays producteurs sont le Japon, le Chili, le Pérou, 

la Norvège et les Etats-UŶis. L͛eǆtƌaĐtioŶ des huiles s͛effeĐtue aǀeĐ des pƌesses hydrauliques 

ou à levier (Wakelyn and Wan, 2006) majoritairement sur des co-produits de filetage (foie de 

morue) et des espèces faiblement valorisables sur les marchés. La méthode de pressage se 

ƌĠsuŵe paƌ uŶe Ġtape de ĐuissoŶ suiǀie d͛uŶ pƌessage (FAO, 1986; Rubio-Rodriguez et al., 

2010). UŶe Ġtape de ĐeŶtƌifugatioŶ ou de filtƌatioŶ puis uŶ laǀage à l͛eau peƌŵetteŶt 

d͛ĠliŵiŶeƌ la phase aƋueuse et les tƌaĐes de pƌotĠiŶes (FAO, 1986; Gbogouri, 2005). Depuis 

les années 30, l͛eǆtƌaĐtioŶ aǀeĐ solǀaŶt a ĠtĠ iŶitiĠe à paƌtiƌ des olĠagiŶeuǆ et d͛autƌes 

matériaux riches en huile (Wakelyn and Wan, 2006). Les solvants organiques ont été ensuite 

iŶĐƌiŵiŶĠs eŶ ƌaisoŶ de leuƌs effets ŶĠgatifs suƌ la saŶtĠ des ĐoŶsoŵŵateuƌs. L͛ĠthaŶol, 

l͛isopƌopaŶol, l͛eau et le CO2 supercritique restent les solvants les plus employés pour 

extraire les huiles marines en raison de leur autorisation sur le marché mais ceci reste 

économiquement peu rentable (Wakelyn and Wan, 1997). Les chercheurs se sont intéressés 
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paƌ la suite à l͛eǆtƌaĐtioŶ des lipides paƌ aĐĠtoŶe, Đe deƌŶieƌ Ŷ͛ĠtaŶt pas iŶteƌdit paƌ 

l͛U.S.E.P.A (United States Environmental Protection Agency) (Wakelyn and Wan, 2006). 

CepeŶdaŶt, l͛eǆtƌaĐtioŶ des lipides à l͛aide de solǀaŶts oƌgaŶiƋues est gĠŶĠƌaleŵeŶt 

réservée à des fins analytiques (Tableau 2:18).  

Tableau 2:18 Exemple de techniques courantes d'extraction des lipides par solvants organiques 

Méthode Température Solvants  Références 

Folch et al., Ambiante 
Chloroforme/méthanol 
(2 : 1 ; v/v) + lavage avec du NaCl (0,9%) 

(Folch et al., 1957) 

Bligh & Dyer Ambiante Chloroforme/méthanol/eau (2 : 2 : 1,8 ; v/v/v) (Bligh and Dyer, 1959) 
Adeniyi & 
Bawa 

Ambiante Ether de pétrole 
(Adeniyi and Bawa, 
2006) 

Soxhlet 50°C Ether de pétrole (AOAC, 1990) 

 

A partir du 20ème siècle, de nombreux brevets ont été publiés décrivant de nouvelles 

ŵĠthodes et appaƌeillages d͛eǆtƌaĐtioŶ des huiles de poissoŶs peƌŵettaŶt d͛augŵeŶteƌ à la 

fois le ƌeŶdeŵeŶt de l͛eǆtƌaĐtioŶ et la ƋualitĠ de l͛huile de poissoŶ (Rubio-Rodriguez et al., 

2010). Parallèlement, ces brevets utilisent plutôt les co-produits de poisson que la chaire en 

tant que matière première (Tableau 2:19). 

 

Tableau 2:19 Brevets portant sur l'extraction de l'huile de poisson (Rubio-Rodriguez et al., 2010) 

Année Titre Inventeur Référence 

1901 Process of extracting oil from fish or other material E.R. Edson US689472 

1930 
Process of recovering oil from fish livers and other 
similar materials 

A.W.Owe US1742666 

1932 Fish oil extraction S. Hiller US1840715 

1933 
Method and process of extracting oil and moisture 
from fish press cake 

W.T. Conn US1903503 

1938 
Improvements in and relating to the production of 
fish liver 

Non disponible GB0486277 

1939 
Process and apparatus for the extraction of oil from 
fish liver 

Non disponible GB0500645 

1943 Improved method of obtaining oil form fish livers Non disponible GB0558290 

1952 Production of oil and proteins from fish Non disponible GB0664827 

1952 Improvements in the extraction of oil from fish liver Non disponible GB0675661 

1966 Production of pharmaceutical oil from fish oil E. Potter GB1026359 

1967 Method of recovering fish oil Non disponible GB1070128 

1976 
Process for producing improved fish meal, and fish 
oil by-product 

D.B. Vincent US3959518 

1982 Process for recovering meal and oil from raw fish P. Bladh US4344976 

1987 
A refined fish oil concentrate and the production 
process for sample 

H. Breivik, B. Borretzen, et 
T.E. joergensen T. 

WO8703899 

1987 
Purified fish oil and its production Wakabayashi, et S. 

Nagahama 
JP62093234 
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Année Titre Inventeur Référence 

1988 
Production of fish liver oil containing high units of 
vitamins 

M. Morimitsu JP63290823 

1989 
Process for producing protein-rich fish meal and/or 
fish oil 

Y. Shirakawa, Y. Minowa, T. 
Azumi, et J. Hisano F. 

EP0301795 

1990 Method for extracting oil from fish offal Eriksson W09008179 

1995 
Fish oil having decreased fish odour and a method 
for preparing the same 

H. Konishi, I. Riverside, K. 
Tatsumi, et N. Sato A. 

EP0665287 

1996 
A method for recovering fish oil having low 
cholesterol content from fat fish, and use of the oil 
in foodstuff 

Oterhals WO9608547 

1998 
Production of high-quality fish oil and high-quality 
edible extract from head of bonito 

N. Koichi JP10225275 

2001 
Method and plant for extracting fish oil and 
resulting products 

P. Barrier, et J.Y. Rousseau US6214396 

2001 
Process for producing edible quality refined fish oil J.B. Crowther, B.H. Booth, et 

D.D. Blackwell 
WO014158 

2007 
A process for the production of oil and protein from 
fish waste 

J.B. Cloughley GB2428682 

 

L͛utilisatioŶ d͛outils ďioteĐhŶologiƋues a peƌŵis de diǀeƌsifieƌ les pƌoĐĠdĠs d͛eǆtƌaĐtioŶ 

d͛huiles à paƌtiƌ d͛ĠĐaƌts de poissoŶ. Les pƌoĐĠdĠs eŶzǇŵatiƋues, utilisaŶt des pƌotĠases 

gastriques et intestinales, sont largement utilisés dans les industries alimentaires et 

particulièrement en industrie de la viande et du poisson à des fins nutritionnelles, humaines, 

animales, pharmaceutiques et cosmétiques (Gbogouri, 2005). Initialement utilisée pour 

ǀaloƌiseƌ les fƌaĐtioŶs peptidiƋues, l͛hǇdƌolǇse eŶzǇŵatiƋue peƌŵet ĠgaleŵeŶt de libérer 

une partie lipidique à partir de la matière première. En effet, en variant les paramètres de la 

cinétique enzymatique par planification expérimentale, Gbogouri et al., (2006) ont réussi à 

obtenir une phase lipidique de bonne qualité, extraite sans solvants et à basse température 

pour protéger les AGPI-LC de l͛oǆǇdatioŶ (Gbogouri et al., 2006). 

De Ŷoŵďƌeuses ƌeĐheƌĐhes à l͛ĠĐhelle laďoƌatoiƌe ou pilote oŶt ĠtudiĠ un nombre important 

de conditions opératoires (rapport enzyme/substrat, température et duƌĠe d͛hǇdƌolǇseͿ eŶ 

fonction de la nature des solutions enzymatiques (Qian et al., 2011; You et al., 2011). 

2.4.8.2 Extraction de la lécithine marine 

Dans l'alimentation, 98% des acides gras sont apportés sous forme estérifiée 

essentiellement sur les TAG, le reste étant estérifié sur les phospholipides (PL) et les esters 

de cholestérol (Mattson and Volpenhein, 1964). La lécithine est une substance composée 

principalement de mélange de phospholipides, en particulier de PC et de PE avec une faible 
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teŶeuƌ eŶ glǇĐĠƌides, lipides Ŷeutƌes et d͛autƌes ĐoŵposĠs liposoluďles (Uddin et al., 2011). 

Sur le plan biochimique, on dénomme souvent la phosphatidylcholine : lécithine. 

La lĠĐithiŶe a plusieuƌs foŶĐtioŶs daŶs l͛oƌgaŶisŵe. Elle fouƌŶit tout d͛aďoƌd à l͛oƌgaŶisŵe de 

la ĐholiŶe Ƌui est uŶ ĐofaĐteuƌ daŶs la pƌoduĐtioŶ de l͛aĐĠtǇlĐholiŶe ;hoƌŵoŶe et 

ŶeuƌotƌaŶsŵetteuƌ iŶteƌǀeŶaŶt daŶs le sǇstğŵe Ŷeƌǀeuǆ ĐeŶtƌal et pĠƌiphĠƌiƋueͿ. D͛autƌe 

paƌt il s͛agit d͛uŶe souƌĐe d͛aĐides gƌas esseŶtiels, ŶotaŵŵeŶt l͛EPA et le DHA ĐoŶteŶus daŶs 

les lécithines marines. De plus, la lécithine est un agent émulsifiant puissant dans le système 

digestif (Martin-Hernandez et al., 2005). 

Les lĠĐithiŶes pƌoǀieŶŶeŶt des jauŶes d͛œufs, des tissus aŶiŵauǆ et des plaŶtes. Elles soŶt 

largement utilisées en tant que surfactant et stabilisant dans les industries alimentaires, 

pharmaceutiques et cosmétiques. Les principales sources commerciales de lécithine sont 

issues de soja, du touƌŶesol et du jauŶe d͛œuf (Martin-Hernandez et al., 2005). En effet, 

ĐoŶtƌaiƌeŵeŶt auǆ lĠĐithiŶes ŵaƌiŶes, Đes lĠĐithiŶes ĐoŵŵeƌĐialisĠes Ŷe ƌepƌĠseŶteŶt Ƌu͛uŶ 

faiďle iŶtĠƌġt pouƌ l͛oƌgaŶisŵe, eŶ ƌaisoŶ de l͛aďseŶĐe eŶ d͛AGPI-LC (EPA et DHA), mais aussi 

à cause de leur richesse en acides gras saturés et en cholestérol notamment pour la lécithine 

pƌoǀeŶaŶt du jauŶe d͛œuf (Uddin et al., 2011). 

Les teĐhŶiƋues d͛eǆtƌaĐtioŶ des lĠĐithiŶes utilisent généralement des solvants organiques ou 

des ǀoies eŶzǇŵatiƋues. Plusieuƌs ďƌeǀets oŶt ĠtĠ dĠposĠs peƌŵettaŶt l͛eǆtƌaĐtion des 

lĠĐithiŶes à l͛aide de solǀaŶts oƌgaŶiƋues (Tableau 2:20). 

 

Tableau 2:20 Brevets d'extraction des phospholipides marins par solvants organique 

Année Titre Source Solvants Inventeur Référence 

2003 

Products containing highly 
unsaturated fatty acids for 
use by women and their 
children during stages of 
preconception, pregnancy 
and lactation/post-partum 

Oeufs de 
volailles, 
algues, poissons, 
oeufs de poissons 

 

Friolex process 
Alcool 

Van 
ELSWYK 

WO 
03/017945 
A2 

2003 

Method for extracting lipid 
mixture containing 
phospholipids comprising 
PUFA from viscera of fish, 
method for preserving 
viscera prior to extraction, 
and lipid mixture extracted 
thereby 

Viscères de 
poissons 

 

Ethanol, 
Méthanol, 
Propanol 

Hiratsuka 
et al., 

US 0190392 

2004 

Natural Marine source 
Phospholipids comprising 
Flavonoids, polyunsaturated 
fatty acids and their 

Krill 

Acétone 
Ethyl 
Acetate/éthanol 
(95: 5 v/v) 

Fotini 
Sampalis 

US 
04/0234587 
A1 
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Année Titre Source Solvants Inventeur Référence 
applications 

2004 Marine lipid compositions Marine 
Acétone, CO2 
supercritique 

Leigh et al., WO 04/ 
047554 A1 

2006 
Process for the production of 
phospholipids 

Farine de poisson 

Hexane, 
Isohexane, 
Cyclohexane 
et acétone, CO2 
supercritique  

Schneider, 
M. and 
Lovaas, E. 

WO 
06/106325 

 

Concernant la voie enzymatique, qui demeure la technique la plus respectueuse de 

l͛eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt, peu de ďƌeǀets oŶt ĠtĠ dĠǀeloppĠs pouƌ l͛oďteŶtioŶ de la lĠĐithiŶe ŵaƌiŶe 

(Tableau 2:21). 

Tableau 2:21 Brevets d'obtention des phospholipides par voie enzymatique 

Année Titre Source Enzymes Inventeur Référence 

2002 

PƌoĐĠdĠ d͛oďteŶtioŶ d͛uŶe huile et 
d͛uŶ hǇdƌolǇsat de pƌotĠiŶes à paƌtiƌ 
d͛uŶe souƌĐe ŵaƌiŶe de tissus 
protéiques et huile et hydrolysat de 
protéines obtenues par mise en 
oeuvre de ce procédé  

Marine Alcalase Linder et al., Fr 2002 
02 01540/ 2 
835 703 

2006 

Enzymatically synthesized marine 
phospholipids (Trans esterification 
des AGPI-LC-oméga-3 sur des 
phospholipides) 

Marine et 
végétale 

Enzyme 
TL-IM 
 

Bruheim et 

al., 
US 2006 
0177486 A1 

 

2.5 Les peptides d͛oƌigiŶe ŵaƌiŶe 

L'attention a été orientée, pendant plus d'une dizaine d'année, sur les effets bénéfiques des 

poissons et des produits halieutiques en général, en raison de leur teneur importante en 

AGPI-LC de la famille des oméga-3, notamment l'EPA et le DHA. Cependant ces produits 

constituent une autre source de molécules à activités biologiques importantes que sont 

notamment les peptides marins.  

La recherche scientifique s'est récemment intéressée à la bioactivité des peptides issus de 

sources variées comme le lait, les protéines de soja, mais aussi provenant des protéines de 

poissons (Wang et al., 2008b). En effet, les activités biologiques propres aux peptides marins 

ainsi que leur l'effet synergique avec les AGPI, ont été mis en évidence (Bouglé, 2007; Larsen 

et al., 2011). Pour exercer leurs activités biologiques, les peptides fonctionnels doivent être 

libérés des protéines natives par digestion enzymatique. Le tableau suivant présente les 

différentes enzymes intervenant dans le processus de digestion telles que la trypsine, la 

chymotrypsine et la pepsine (Tableau 2:22). 
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Tableau 2:22 EŶzǇŵes utilisĠes daŶs la pƌoduĐtioŶ d͛hǇdƌolǇsats 

Enzymes utilisées pour 
l'hydrolyse 

Matière première Références 

Papaine (50°C) 
Bromelaine (50°C) 
Flavourzyme (50°C) 

Poisson « leatherjackets » (Salampessy et al., 2010) 

Pepsine (37°C) 
Trypsine (37°C) 

Crevette (Nii et al., 2008) 

Alcalase 
Flavourzyme 
Protamex 
SM98011 

Crevette, coquille Saint Jacques, huître, 
chaire de requin, arrêtes de 
maquereau, tête de maquereau, 
arrêtes et peau de morue, peau de 
carassin, arrêtes de carassin, algue 
rouge, algue bleue verte 

(He et al., 2007) 

Pancréatine porcine 
(50°C) Contenant: 
trypsine, amylase, 
lipase 

Laitance de saumon (Wang et al., 2008b) 

 

2.5.1 Propriétés des peptides issus de produits marins 

L͛aĐtiǀitĠ des peptides dĠpeŶd de la ĐoŵpositioŶ et de la loŶgueuƌ des ĐhaîŶes peptidiƋues 

Ƌui peut ġtƌe ŵaîtƌisĠe eŶ foŶĐtioŶ des ĐoŶditioŶs eǆpĠƌiŵeŶtales, du degƌĠ d͛hǇdƌolǇse et 

de la nature des cocktails enzymatiques utilisés (He et al., 2007). 

2.5.1.1 Activité antioxydante 

Il est bien connu que le stress oxydant est à l'origine d'un grand nombre de maladies dont on 

peut citer l'athérosclérose et les maladies neurodégénératives. Ce type de maladie est non 

seulement lié à la peroxydation des lipides, mais aussi aux composés produits durant le 

dernier stade de la réaction d'oxydation (Wang et al., 2008b). En effet, un excès de radicaux 

libres peut diminuer l'effet protecteur des enzymes comme la Super Oxyde Dismutase (SOD), 

la catalase et la peroxydase et par conséquent causer la destruction cellulaire en provoquant 

une oxydation des lipides membranaires, de l'ADN et des enzymes. Pour éviter le 

phénomène d'oxydation, plusieurs antioxydants de natures différentes sont utilisés dont les 

hydrolysats peptidiques. 

Un nombre important de peptides a été isolé et identifié par Chen et ses collaborateurs en 

1995 qui ont démontré le pouvoir antioxydant de peptides de soja, contre la peroxydation 

des lipides (Chen et al., 1995). Les structures primaires de ces peptides leur procurent une 

telle activité biologique (Tableau 2:23). Concernant les peptides de poisson, Wang et ses 

collaborateurs ont démontré en 2008 que la laitance de poisson composée de protamines, 
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peptides cationiques nucléaires riches en arginine et responsables de l'organisation de la 

chromatine spermatique sous une forme très condensée, présente un pouvoir antioxydant 

important dose dépendant (Wang et al., 2008b). L͛hǇdƌolǇse eŶzǇŵatiƋue de la pƌotaŵiŶe 

est effectuée en utilisant la pancréatine (pH 8,5 ; 50°C ; 5 h). Les résultats de cette étude 

montrent également que la fraction constituée de peptides à faible poids moléculaire 

possède l'activité anti-radicalaire la plus élevée et une analyse par spectrométrie de masse a 

peƌŵis d͛ideŶtifieƌ daŶs la fƌaĐtioŶ peptidiƋue aĐtiǀe uŶ peptide ĐoŵposĠ de Pƌo-Arg. Ces 

protéines sont utilisées dans les applications médicales en tant que transporteurs d'insuline 

injectable, antagoniste de l'héparine et plus récemment comme ingrédients anti-bactériens 

pour quelques produits alimentaires.  

Tableau 2:23 QuelƋues sĠƋueŶĐes de peptides aŶtioǆǇdaŶts d͛oƌigiŶe ŵaƌiŶe 
 identifiées dans la littérature 

Séquence peptidique Source Mode d͛oďteŶtioŶ Références 

PƌĠseŶĐe d͛uŶ ƌĠsidu 
Gly en C-terminal et 

motif répété : Gly-Pro-
Hyp 

 

Hydrolysat de la gélatine 
provenant de la peau du lieu 

jaune 

Alcalase (Ratio enz-sub, 1:50) 
à pH 8,0 à 50 °C 
Filtration sur une membrane 
de 10000 Da 
Pronase E (ratio enz-sub 1:33) 
à pH 8,0 à 50 °C 
Filtration sur une membrane 
de 5000 Da 
collagénase (ratio enz-sub, 
1:100) à pH 7,5 à 37 °C 
Filtration sur une membrane 
de 1000 Da 

(Kim et al., 
2001) 

His-Gly-Pro-Leu-Gly-
Pro-Leu 

Hydrolysat de la gélatine 
provenant du 

Hoki (Johnius belengerii) 

trypsine, chymotrypsine et 
pepsiŶe, ϰ h d͛hǇdƌolǇse pouƌ 
chaque enzyme  
dans les conditions optimales 
de digestion 

(Mendis et 

al., 2005) 

Ile-Lys-Lys 
Phe-Lys-Lys 

Phe-Ile-Lys-Lys 

Hydrolysat de la crevette rose 
(Penaeus japonicus) 

Plusieurs protéases contenant 
la pepsine, et la pancréatine, 
à 37°C à pH 7, pendant 20 h 

(Suetsuna, 
2000) 

 

L'étude de Je et ses collaborateurs (2005) montre que les peptides du poisson « lieu 

d'Alaska » fractionnés par procédé de filtration membranaire (1 KDa), présentent une 

activité antioxydante élevée. Ces peptides inhibent à 85% l'oxydation de l'acide linoléique (Je 

et al., 2005). Ce phénomène a été également observé pour l'hydrolysat des protéines du 

petit lait (Pena-Ramos et al., 2004). La capacité des peptides à retarder l'oxydation des 

lipides est reliée à la présence d'acides aminés spécifiques, notamment l'histidine et les 

acides aminés hydrophobes (Pena-Ramos et al., 2004). Quelques acides aminés ont été 

identifiés dans la littérature, dont l'histidine, la proline, la tyrosine et la lysine, comme étant 
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abondant dans les fractions qui montrent une activité antioxydante élevée (Kawashima et 

al., 1979; Marcuse, 1960).  

D͛autƌe paƌt, uŶe Ġtude de Pei et ses collaborateurs (2010), a montré que des peptides de 

collagène marin, obtenus par hydrolyse enzymatique de peau de saumon, présentaient une 

action bĠŶĠfiƋue suƌ l͛appƌeŶtissage et la ŵĠŵoire. En effet, des souris âgées de 20 mois, 

présentant des troubles de la mémoire ont été gavés par ces peptides pendant 3 mois 

;Ϭ,ϰϰ% ǁt/ǁtͿ. Les ĐapaĐitĠs d͛appƌeŶtissage et de ŵĠŵoƌisation des souris âgées se sont 

améliorées et sont devenues comparables avec celles de jeunes souris de 3 mois (Pei et al., 

2010). 

De plus, Đes peptides oŶt peƌŵis d͛attĠŶueƌ, Đhez les souris âgées, les dommages oxydatifs 

liĠs à l͛âge, de diŵiŶueƌ l͛apoptose des ŶeuƌoŶes, d͛augŵeŶteƌ à la fois la deŶsitĠ pƌotĠiƋue 

au niveau post-sǇŶaptiƋue et la pƌoduĐtioŶ d͛uŶe ŶeuƌotƌophiŶe ŵajeuƌ du Đeƌǀeau, la BDNF 

(Brain-derived neurotrophic factor). 

2.5.1.2 Activité hypoallergénique 

Une étude clinique sur les allergies alimentaires réalisée par Sampson (2004) sur les anti-

immunoglobulines (IgE) a montré que la majorité des allergènes alimentaires identifiés 

comme classe une (valeur en IgE faiblement détectable), sont des glycoprotéines entre 10 et 

70 kDa. Ces glycoprotéines sont relativement résistantes à la température, aux attaques 

acides et protéasiques. En contrepartie les peptides obtenus à partir de différentes sources 

de protéines alimentaires ont une activité hypoallergénique (Sampson, 2004). Nii et al., ont 

démontré en 2008 Ƌue les peptides issus de l͛hǇdƌolǇse eŶzǇŵatiƋue de Đƌeǀettes d͛Izuŵi 

(Japon) sont extrêmement peu allergiques envers les souris (Nii et al., 2008).  

2.5.1.3 Propriétés anticoagulantes  

L͛effet aŶtiĐoagulaŶt des hǇdƌolǇsats peptidiƋues de poissoŶ a Ġté mis en évidence dans la 

littérature. Une étude effectuée par Rajapakse et ses collaborateurs (2005) suƌ l͛hǇdƌolǇsat 

protéique de la Limanda aspera a ŵoŶtƌĠ Ƌu͛il agit suƌ l͛inhibition du facteur de coagulation 

XIIa et retarde l͛agƌĠgatioŶ plaƋuettaiƌe. 

Les eŶzǇŵes utilisĠes daŶs le pƌoĐĠdĠ d͛hǇdƌolǇse soŶt des protéases: l͛alĐalase, la Ŷeutƌase, 

la pepsine, la papaïne, la chymotrypsine, la trypsine. L͛hǇdƌolǇsat pƌotĠiƋue est ĐeŶtƌifugĠ à 

12000 g pendant 10 min à 48°C, et le surnageant contenant les peptides actifs est ensuite 

lyophilisé (Rajapakse et al., 2005). 
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2.5.1.4 Propriétés antihypertensives  

Des tests in vivo sur des ƌats spoŶtaŶĠŵeŶt hǇpeƌteŶsifs oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌu͛uŶ hǇdƌolǇsat de 

peptides solubles de crevettes de « Izumi, Japan » diminue considérablement la pression 

artérielle en comparaison avec un groupe de rats témoins, (Nii et al., 2008). L͛hǇdƌolǇse 

enzymatique des crevettes a été effectuée par les enzymes classiques de la digestion 

notamment la pepsine et la trypsine. 

L͛eŶzǇŵe de ĐoŶǀeƌsioŶ de l͛aŶgioteŶsiŶe ;ACEͿ I eŶ II ĐoŶduit à l͛augŵeŶtatioŶ de la 

pƌessioŶ aƌtĠƌielle. Aujouƌd͛hui, plus de ϮϬϬ tǇpes de peptides oďteŶus paƌ hǇdƌolǇse 

enzymatique, à partir de diverses sources de protéines alimentaires, ont été identifiés en 

taŶt Ƌu͛iŶhiďiteuƌs de l͛ACE (He et al., 2007). Cette étude sur douze produits marins 

différents (crevettes, coquilles Saint Jacques, huîtres, chaire de requin, écarts de 

ŵaƋueƌeau…Ϳ, ŵoŶtƌe Ƌue le pouǀoiƌ iŶhiďiteuƌ de l͛ACE dĠpeŶd de l͛eŶzǇŵe utilisĠe et de 

la taille des peptides obtenus. En effet, plus les peptides sont courts, plus ils présentent un 

pouvoir inhibiteur important. 

2.5.1.5 Propriétés antimicrobiennes  

Plusieuƌs Ġtudes ƌĠĐeŶtes se soŶt iŶtĠƌessĠes à l͛aĐtiǀitĠ antimicrobienne des peptides 

marins. Su à isolé et identifié en 2011, un nouveau peptide, de 20 acides aminés, issu du 

mucus de la peau du poisson chat jaune (Pelteobagrus fulvidraco). Le peptide a montré un 

effet antibactérien contre les bactéries Gram-positives, Gram-négatives ainsi que vis à vis 

des champignons (Su, 2011). Une étude de Salampessy et ses collaborateurs a également 

démontré en 2010 l͛effet aŶtiďaĐtĠƌieŶ de peptides issus de l͛hǇdƌolǇse eŶzǇŵatiƋue du 

poisson « leatherjackets » (Meuchenia sp) par la papaïne, la bromélaïne et la flavourzyme 

(50°C, 10h). Le test antibactérien a été réalisé sur Staphylococcus aureus, E coli, Bacillus 

Cereus et Candida Albicans (Salampessy et al., 2010). 

2.5.1.6 Satiété et intestin  

Cudennec et al., (2008) ont travaillé sur les peptides issus du merlan bleu et de crevettes 

grises. Les rĠsultats de l͛Ġtude ŵoŶtƌeŶt Ƌue les peptides ;tailles ǀaƌiaŶt de ϭϬϬϬ à ϭϱϬϬ DaͿ 

ont une importante stimulation de la sécrétion de la cholécystokinine (CCK) par les cellules 

STC-1 (cellules dérivées de tumeurs intestinales de souris transgéniques) (Cudennec et al., 

2008). La CCK est une hormone qui stimule la sécrétion des enzymes de la digestion. Cette 
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hoƌŵoŶe est aussi uŶ Ŷeuƌopeptide Ƌui, eŶ l͛adŵiŶistƌaŶt Đhez l͛hoŵŵe entraîne nausée, 

anxiété, et diminue relativement le désir de manger (Greenough et al., 1998). Les peptides 

de poissoŶ pƌoĐuƌeŶt uŶe ŵeilleuƌe satiĠtĠ Ƌue Đeuǆ du ďœuf ou de poulet (Uhe et al., 

1992). Selon Bouglé, ceci serait dû à une hydrolyse plus lente, ainsi qu͛à l͛iŶitiatioŶ à la 

sĠĐƌĠtioŶ d͛hoƌŵoŶes digestiǀes (Bouglé, 2007). 

2.5.2 Exemples de peptides de saumon identifiés  

Les effets physiologiques des hydrolysats peptidiques de saumon sont très étudiés et 

confirmés. CepeŶdaŶt, l͛ideŶtifiĐatioŶ des pƌotĠiŶes et peptides ĐoŶteŶus daŶs Đes 

hǇdƌolǇsats est loiŶ d͛ġtƌe aĐheǀĠe. 

Le Tableau 2:24 présente les effets de quelques protéines et hydrolysats ayant des effets 

physiologiques avérés. 

 

Tableau 2:24 Les peptides bioactifs les plus connus chez le saumon 

Peptide Identification Effet physiologique Référence 

Calcitonine 

Polypeptide, hormone 
composée de 32 acides 
aminés  
 

Utilisée en clinique pour le 
traitement de la maladie 
de Paget, l'hypercalcémie, 
et l'ostéoporose 
postménopausique 

(Fan et al., 2011; Mero et al., 
2011; Oh et al., 2011) 

Hydrolysat 
peptidique du 
collagène de 

peau 

Contient un taux élevé 
de protéines (91.20 
±1.03%) de faible poids 
moléculaire <1000 

Antihypertenseurs (Gu et al., 2011) 

Protamine 
Protéines dérivés du 
sperme de saumon 

Activité antioxydante (Wang et al., 2008b) 

Peptide de 
collagène du 
saumon du 
Pacifique 

Peptides de faible poids 
moléculaire 

Effet neuroprotecteur 
(améliore les fonctions de 
mémoire et 
d͛appƌeŶtissageͿ 

(Pei et al., 2010) 

 

2.6 EvaluatioŶ de l͛aŶǆiĠtĠ et du stƌess oǆǇdaŶt 

2.6.1 Anxiété et modèle murin 

L͛aŶǆiĠtĠ est uŶ Ġtat ĠŵotioŶŶel Đoŵpleǆe, Ƌui ĐoŵďiŶe des seŶtiŵeŶts de peuƌ, 

d͛appƌĠheŶsioŶ et d͛iŶƋuiĠtude, assoĐiĠs à uŶe aŶtiĐipatioŶ appƌĠheŶsiǀe d͛uŶ futuƌ daŶgeƌ 

probable (Öhman, 2000). L͛Ġtat d͛aŶǆiĠtĠ est liĠ à uŶ daŶgeƌ ŵal dĠfiŶi ĐoŶtƌaiƌeŵeŶt auǆ 

ĠŵotioŶs, Đoŵŵe la peuƌ, l͛aŶgoisse ou la panique, qui sont associés à la ĐoŶfƌoŶtatioŶ d͛uŶ 

danger immédiat (Haynal and Pasini, 1984). Chez l͛aŶiŵal, il est diffiĐile de détecter un état 

d͛aŶǆiĠtĠ Đontrairement à un sujet humain. De nombreux modèles et tests 

comportementaux standardisés ont été développés en psycho-pharmacologie permettant 
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de mettre en évidence les effets anxiolytiques. Parmi ces tests comportementaux, on trouve 

le labyrinthe en croix surélevé, la chambre claire-obscure et la planche à trous (Belzung and 

Le Pape, 1994; Leman et al., 2004; Van Gaalen and Steckler, 2000). Ces tests sont basés sur 

une exploration forcée dans une zone éclairée ou dans une zone élevée sans délimitation de 

paƌois, ƋualifiĠes de zoŶes aŶǆiogğŶes eŶ ƌaisoŶ de l͛aǀeƌsioŶ des ƌoŶgeuƌs pouƌ les eŶdƌoits 

lumineux et « ouverts ». 

2.6.1.1 Modğles d͛ĠvaluatioŶ de l͛aŶǆiĠtĠ 

L͛aŶǆiĠtĠ du ƌoŶgeuƌ est ĠǀaluĠe eŶ se ďasaŶt suƌ soŶ ĐoŵpoƌteŵeŶt eǆploƌatoiƌe loƌsƋu͛il 

est placé dans un nouvel environnement. Cet état peut être modélisé comme étant la 

résultante de deux vecteurs opposés : la curiosité et la peur (Figure 2:18). 

 

Figure 2:18 ModĠlisatioŶ du ĐoŵpoƌteŵeŶt d͛aŶǆiĠtĠ Đhez la souƌis 

 

Un produit est considéré comme étant un anxiolytique-like lorsque, face à une situation de 

stƌess, l͛aŶiŵal augŵeŶte ses dĠplaĐeŵeŶts eǆploƌateuƌs, à l͛iŶǀeƌse d͛uŶ pƌoduit à aĐtiǀitĠ 

aŶǆiogĠŶiƋue Ƌui aĐĐeŶtue la peuƌ de l͛aŶiŵal et diŵiŶue aiŶsi ses dĠplaĐeŵeŶts. L͛aŶiŵal 

préfère donc rester dans le milieu sécurisant (Figure 2:19). 

 

Figure 2:19 Effets anxiolytique et anxiogène de substances pharmacologiques 
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Pour différencieƌ l͛effet aŶǆiolǇtiƋue de l͛effet stiŵulaŶt d͛uŶ pƌoduit, le test de l͛Openfield 

est ŵis eŶ œuǀƌe à la suite des tƌois tests ĐitĠs Đi-dessus. EŶ effet, le test de l͛Openfield 

peƌŵet d͛oďseƌǀeƌ la loĐoŵotioŶ et aiŶsi d͛ĠĐaƌteƌ d͛ĠǀeŶtuels fauǆ-positifs. 

Une suďstaŶĐe doŶt l͛effet suƌ l͛aŶǆiĠtĠ est dĠŵoŶtƌĠ paƌ l͛uŶ des tƌois tests pƌĠĐĠdeŶts 

peut être considérée comme anxiolytique-like si elle Ŷe ŵodifie pas l͛aĐtiǀitĠ loĐoŵotƌiĐe. 

Les faux positifs ne présentent aucune difficulté pour aller dans les zones anxiogènes des 

tests d͛aŶǆiĠtĠ ŵais uŶe aĐtiǀitĠ loĐoŵotƌiĐe ĠleǀĠe daŶs l͛Openfield. 

L͛aŶǆiĠtĠ Đoŵpoƌte plusieuƌs ǀolets (Leman et al., 2004) :  

Un volet physiologique se tƌaduisaŶt paƌ uŶe aĐtiǀatioŶ d͛oƌigiŶe Ŷeƌǀeuse 

sǇŵpathiƋue ;aĐĐĠlĠƌatioŶ du ƌǇthŵe ĐaƌdiaƋue, augŵeŶtatioŶ de la pƌessioŶ aƌtĠƌielle…Ϳ et 

hormonale. 

 UŶ ǀolet eǆpƌessif Đoŵŵe des ǀoĐalisatioŶs d͛alarmes spécifiques, des expressions 

faĐiales, des postuƌes dĠfeŶsiǀes, des ŵodifiĐatioŶs du pelage ou du pluŵage… 

Un volet comportemental avec notamment des comportements appartenant au 

ƌĠpeƌtoiƌe dĠfeŶsif Đoŵŵe la fuite ou l͛iŵŵoďilitĠ de la souƌis (freezing) et des inhibitions 

exploratoires. 

UŶ ǀolet suďjeĐtif ;le ƌesseŶti de l͛ĠŵotioŶͿ Ƌui s͛iŶtğgƌe daŶs le ǀolet ĐogŶitif et Ƌui 

est tƌğs souǀeŶt spĠĐifiƋue à l͛hoŵŵe. 

L͛aŶǆiĠtĠ est gĠŶĠƌatƌiĐe de stƌess. Ces deuǆ phĠŶoŵğŶes soŶt tƌğs ĠtƌoiteŵeŶt liĠs et 

souvent superposés dans le langage commun.  

Il eǆiste tƌois tǇpes d͛aŶǆiĠtĠ : l͛aŶǆiĠtĠ « état », l͛aŶǆiĠtĠ « trait » et l͛aŶǆiĠtĠ pathologiƋue 

(Spielberger et al., 1970). 

L͛aŶǆiĠtĠ « état », aussi appelée anxiété situationnelle ou environnementale. Lister 

;ϭϵϵϬͿ a dĠfiŶit l͛aŶǆiĠtĠ « état » comme une anxiété que le sujet éprouve à un moment 

donné et qui augmente en prĠseŶĐe d͛uŶ stiŵulus aŶǆiogğŶe (Lister, 1990). Elle se rapporte 

à une émotion passagère liée à une situation limitée dans le temps et un environnement 

paƌtiĐulieƌ. L͛aŶǆiĠtĠ « état » est caractérisée par un éveil physiologique et par la perception 

de seŶtiŵeŶt d͛appƌĠheŶsioŶ, de ĐƌaiŶte et de tension (Graziani, 2005).  

L͛aŶǆiĠtĠ « trait » Ŷe ǀaƌie pas d͛uŶ ŵoŵeŶt à uŶ autƌe, elle est ĐoŶsidĠƌĠe Đoŵŵe 

étant une caractéristique staďle et eŶdogğŶe d͛uŶ iŶdiǀidu (Lister, 1990).  

L͛aŶǆiĠtĠ pathologiƋue est, par contre, une émotion persistante, incontrôlable, 

excessive et inappropriée. Le comportement lié à cette anxiété est une réaction exagérée à 
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l͛aŶtiĐipatioŶ ou à la peƌĐeptioŶ des ŵeŶaĐes, Ƌui est dispƌoportionnée à la situation réelle 

(Ohl et al., 2008). 

2.6.1.2 Le sǇstğŵe de ŶeuƌotƌaŶsŵissioŶ ƌĠgulateuƌ de l͛anxiété 

2.6.1.2.1 Le système GABAergique 

Le ŶeuƌoŵĠdiateuƌ Ƌui ĐoŶtƌôle ŵajoƌitaiƌeŵeŶt l͛aŶǆiĠtĠ est l͛aĐide gaŵŵa-

aŵiŶoďutǇƌiƋue ;GABAͿ. C͛est le pƌiŶĐipal ŶeuƌotƌaŶsŵetteuƌ iŶhiďiteuƌ daŶs le Đeƌǀeau 

huŵaiŶ doŶt l͛aĐtiǀitĠ est liĠe à la ĐoŶfoƌŵatioŶ allostĠƌiƋue de son récepteur : le complexe 

GABAA (Bourin, 2004). Le Ŷiǀeau d͛aĐtiǀatioŶ des ƌĠĐepteuƌs GABAA serait le principal 

ƌĠgulateuƌ de l͛aŶǆiĠtĠ « trait ». 

2.6.1.2.2 Le système sérotoninergique 

Des Ġtudes ďiďliogƌaphiƋues dĠŵoŶtƌeŶt Ƌue l͛aŶǆiĠtĠ seƌait liĠe à uŶe suƌaĐtiǀité du 

système sérotoninergique central (Briley et al., 1990; Kawahara et al., 1993). 

En effet, les neurotransmetteurs monoamines, dont la sérotonine ou 5-hydroxytryptamine 

(5-HT), la norépinéphrine et la dopamine jouent un rôle important dans l͛aŶǆiĠtĠ (Wang et 

al., 2007b). La sérotonine est considĠƌĠe Đoŵŵe l͛uŶ des ŶeuƌotƌaŶsŵetteuƌs les plus 

iŵpoƌtaŶts iŵpliƋuĠs daŶs l͛aŶǆiĠtĠ aǀeĐ le sǇstğŵe GABAeƌgiƋue. Elle est sǇŶthĠtisĠe à 

paƌtiƌ du tƌǇptophaŶe, aĐide aŵiŶĠ esseŶtiel, appoƌtĠ paƌ l͛aliŵeŶtatioŶ. Il a doŶĐ ĠtĠ 

dĠŵoŶtƌĠ Ƌu͛uŶ aŶǆiolǇtiƋue agissant via le système sérotoninergique cérébral diminue le 

taux de la 5-HT (Caramaschi et al., 2007; Hoyer et al., 2002; Wang et al., 2007b). 

La noradrénaline et la dopamine seraieŶt ĠgaleŵeŶt iŵpliƋuĠes daŶs l͛aŶǆiĠtĠ, ŵais le lieŶ 

eŶtƌe les tauǆ de ŶeuƌotƌaŶsŵetteuƌs et l͛aŶǆiĠtĠ Ŷ͛est pas eŶĐoƌe ĐlaiƌeŵeŶt dĠfiŶi (Wang 

et al., 2007b). 

2.6.2 Rappel sur le stress oxydant 

2.6.2.1 Définition du stress oxydant  

L͛oǆǇgğŶe est esseŶtiel à la suƌǀie des Đellules aĠƌoďies, ĐepeŶdaŶt, Đette ŵolĠĐule peut 

présenter des effets toxiques via ses dérivés partiellement réduits. En effet, les espèces 

dĠƌiǀĠes de l͛oǆǇgğŶe soŶt ďeauĐoup plus ƌĠaĐtiǀes Ƌue l͛oǆǇgğŶe Ƌui leur a donné naissance 

et soŶt appelĠes les espğĐes ƌĠaĐtiǀes de l͛oǆǇgğŶe ;‘OSͿ. Pouƌ sa suƌǀie, il est ŶĠĐessaiƌe 

pour la cellule de maintenir un certain équilibre redox grâce à des antioxydants endogènes 

et exogènes. En faible concentration, les ROS interviennent positivement dans plusieurs 
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processus physiologiques tels que la signalisation cellulaire, la régulation cellulaire, la 

réponse immunitaire et la défense contre les agents infectieux (Gomes et al., 2005; Valko et 

al., 2007). Le stress oxydant provient dans une cellule, lorsque la production des ROS 

dépasse les capacités de détoxification cellulaire, le déséquilibre de la balance entre la 

production des ROS et la capacité antioxydante de la cellule à empêcher les lésions 

oxydatives. 

UŶ stƌess oǆǇdaŶt se ŵaŶifeste paƌ l͛attaƋue des oǆǇƌadiĐauǆ auǆ ďioŵolĠĐules eŶ 

provoquant des dommages cellulaires comme un changement dans la fluidité et/ou la 

peƌŵĠaďilitĠ ŵeŵďƌaŶaiƌe, la peƌoǆǇdatioŶ des lipides, l͛iŶaĐtiǀatioŶ de ĐeƌtaiŶes eŶzǇŵes, 

l͛augŵeŶtatioŶ de plus de ϭϬ fois la susĐeptiďilitĠ des pƌotĠiŶes à la pƌotĠolǇse, la ŵutatioŶ 

ǀoiƌe la dĠŶatuƌatioŶ de l͛ADN. Tous Đes dysfonctionnements et lésions oxydatives peuvent 

entrainer la mort cellulaire et être impliqués dans plusieurs maladies aigües ou chroniques 

comme le cancer, le diabète, les maladies neurodégénératives...  

2.6.2.2 Les sources des ROS 

Les ROS endogènes sont produites à l͛iŶtĠƌieuƌ des Đellules, à tƌaǀeƌs uŶe ǀaƌiĠtĠ de 

processus, ou provenir directement du milieu extracellulaire. Leur production peut être due 

à l͛eǆpositioŶ des Đellules à des pƌooǆǇdaŶts d͛oƌigiŶe eǆogğŶe et eŶǀiƌoŶŶeŵeŶtale tels Ƌue 

les pesticides, les toxines (métaux lourds), la fumée de cigarette, les polluants, la poussière 

;d͛aŵiaŶte, de siliĐeͿ, le ƌaǇoŶŶeŵeŶt ŵagŶĠtiƋue... La suƌpƌoduĐtioŶ des ‘OS peut pƌoǀeŶiƌ 

ĠgaleŵeŶt de la fuite d͛ĠleĐtƌoŶs de la ĐhaîŶe ƌespiƌatoiƌe ŵitoĐhoŶdƌiale ou de la xanthine 

oǆǇdase soit d͛uŶe stiŵulatioŶ eǆĐessiǀe de la NAD;PͿH oǆǇdase. 

2.7 Les lipides utilisés en tant que vecteurs 

2.7.1 Les nano-émulsions 

UŶe ĠŵulsioŶ ƌĠsulte d͛uŶe dispeƌsioŶ de deuǆ liƋuides ŶoŶ ou faiďleŵeŶt ŵisĐiďles, où la 

phase dispersée est présente sous foƌŵe de gouttelettes aŶiŵĠes d͛uŶ ŵouǀeŵeŶt 

brownien dans la phase continue. Seules les émulsions dont le diamètre des gouttelettes est 

de l͛oƌdƌe du ŶaŶoŵğtƌe soŶt ĐoŶsidĠƌĠes Đoŵŵe des ŶaŶo-émulsions (Mason et al., 2006). 

UŶe ĠŵulsioŶ est uŶ sǇstğŵe theƌŵodǇŶaŵiƋueŵeŶt iŶstaďle, staďilisĠ paƌ l͛ajout de 

tensioactifs ou de particules amphiphiles qui se situeŶt à l͛iŶteƌfaĐe des deuǆ phases (Salager 

et al., 2001). 
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Les applications des émulsions sont très largement répandues dans le domaine de 

l͛agƌoĐhiŵie (Wang et al., 2007a), les technologies alimentaires (McClements and Li, 2010), 

la cosmétique (Wu et al., 2011) ainsi que dans le domaine thérapeutique pour la 

vectorisation et le relargage de molécules actives (Andreani et al., 2011; Averina et al., 

2011). 

2.7.1.1 Stabilité physique 

La staďilitĠ des ĠŵulsioŶs est l͛uŶe des plus iŵpoƌtaŶtes pƌopƌiĠtĠs Ƌui dĠpeŶd 

esseŶtielleŵeŶt de la Ŷatuƌe de l͛ĠŵulsifiaŶt, de la ƋuaŶtitĠ d͛huile, des ĐoŶditioŶs 

d͛hoŵogĠŶĠisatioŶ et de la teŵpĠƌatuƌe de pƌĠpaƌatioŶ (Sathivel et al., 2009). Les 

surfactants utilisés jouent un rôle majeur dans la stabilité des émulsions, en diminuant la 

tension interfaciale des deux phases (huile et eau) tout en retardant la floculation et la 

coalescence de la phase dispersée (Collins-Gold et al., 1990). La dĠstaďilisatioŶ d͛uŶe 

ĠŵulsioŶ s͛effeĐtue paƌ des phĠŶoŵğŶes ŵigƌatoiƌes et d͛augŵeŶtatioŶ de taille des 

gouttelettes. Ces phénomènes migratoires, réversibles, font allusion au crémage et à la 

sédimentation. Les gouttelettes lipidiƋues aŶiŵĠes d͛uŶ ŵouǀeŵeŶt ďƌoǁŶieŶ soŶt 

soumises au champ de pesanteur terrestre. Leur densité entraînera donc un mouvement 

vers le bas si la goutte est plus dense que la phase continue ou vers le haut dans le cas 

contraire (Brochette, 1999).  

Dans les phénomènes conduisant à une augmentation de la taille des gouttelettes lipidiques 

nous retrouvons des mécanismes réversibles et irréversibles, pouvant déstabiliser une 

émulsion (Canselier and Poux., 2001). Parmi ces derniers, nous pouvons citer : 

 Le phĠŶoŵğŶe de floĐulatioŶ, ƌĠǀeƌsiďle, Ƌui s͛Ġtaďlit loƌsƋue les foƌĐes d͛attƌaĐtioŶ 

entre les gouttes dépassent les forces de répulsion, entrainant ainsi des agrégats. 

Le ŵûƌisseŵeŶt d͛Ostǁald :  

Selon la loi de Laplace, la grande pression à la surface des petites gouttelettes leur permet 

de fusionner avec les grandes gouttes lipidiques qui ont une faible pression de surface 

(Brochette, 1999; Roland et al., 2003). EŶ effet, le ŵûƌisseŵeŶt d͛Ostǁald, iƌƌĠǀeƌsiďle, 

intervient quand la phase dispersée est faiblement soluble dans la phase continue. 

Les phénomènes migratoires favorisent la coalescence qui est irréversible, et entraînent un 

rassemblement des gouttelettes, augmentant la probabilité de contact. La coalescence 

dépend bien évidemment du film interfacial qui entoure les gouttelettes. Ainsi, une 
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ĐoŶĐeŶtƌatioŶ suffisaŶte de l͛ĠŵulsifiaŶt peƌŵet de ƌetaƌdeƌ Đette phase de dĠstaďilisatioŶ 

(Roland et al., 2003).  

2.7.1.2 Méthodes de préparation des émulsions 

Il existe plusieurs méthodes de préparation des émulsions. Cependant, nous allons nous 

iŶtĠƌesseƌ auǆ teĐhŶiƋues Ŷ͛utilisaŶt pas de solǀaŶts oƌgaŶiƋues. 

L͛hoŵogĠŶĠisatioŶ à haute pƌessioŶ est uŶe teĐhŶiƋue Ƌui ƌĠduit la taille des globules 

(<ϭμŵͿ, eŶ atteigŶaŶt uŶe pƌessioŶ de ϮϬϬϬ ďaƌs. Elle peƌŵet doŶc de produire une 

émulsion uniforme, homogène et très stable dans le temps (Lee et al., 2009). Contrairement 

à l͛hoŵogĠŶĠisatioŶ à haute pƌessioŶ, l͛ultƌasoŶiĐatioŶ peƌŵet de Đasseƌ les gƌaŶdes 

gouttelettes lipidiques de manière non homogène, entraînant une distribution de taille très 

large. Cependant de nombreuses études utilisent ce procédé afin de produire des nano-

émulsions (Puglia et al., 2008). L͛auto-émulsification est une technique, plus récente, qui 

ĐoŶsiste à ŵĠlaŶgeƌ l͛huile, le teŶsioaĐtif, le Đo-teŶsioaĐtif et l͛eau. L͛ĠŵulsioŶ se foƌŵe sous 

faiďle agitatioŶ. Ce tǇpe d͛ĠŵulsioŶ est tƌğs utilisĠ daŶs l͛eŶĐapsulatioŶ de pƌiŶĐipes actifs 

(Shah et al., 2007). 

Les ĠŵulsioŶs peƌŵetteŶt de ƌĠduiƌe les ƌisƋues d͛oǆǇdatioŶ eŶ eŶĐapsulaŶt les AGPI-LC, et 

eŶ diŵiŶuaŶt leuƌ ĐoŶtaĐt aǀeĐ l͛oǆǇgğŶe, les ŵĠtauǆ et d͛autƌes ŵolĠĐules susĐeptiďles 

d͛attaquer les doubles liaisons (Ye et al., 2009).  

D͛autƌe paƌt, d͛uŶ poiŶt de ǀue phaƌŵaĐeutiƋue, les ĠŵulsioŶs peƌŵetteŶt l͛iŶĐoƌpoƌatioŶ 

des pƌiŶĐipes aĐtifs lipophiles. L͛eŶĐapsulatioŶ eŶ ĠŵulsioŶ augmente la disponibilité des 

médicaments, et réduit certains effets secondaires, en prolongeant leurs effets 

pharmacologiques par rapport aux formulations classiques (Hung et al., 2006). 

2.7.2 Vectorisation des molécules bioactives lipophiles 

2.7.2.1 Le Coenzyme Q10 

Le coenzyme Q10 (CoQ10 ; 2,3-dimethyoxy-5-methyl-6-decaprenyl-1,4-benzoquinone), 

ŶoŵŵĠ aussi l͛uďiƋuiŶoŶe est uŶ ĐoŵposĠ de Đouleuƌ jauŶe, liposoluďle et siŵilaiƌe à uŶe 

ǀitaŵiŶe. C͛est uŶe ŵolĠĐule uďiƋuitaiƌe, ƌetƌouǀĠe daŶs toutes les Đellules de l͛oƌgaŶisŵe 

humain majoritaiƌeŵeŶt daŶs le Đœuƌ, le foie et les ŵusĐles (Balakrishnan et al., 2009). Le 

CoQ10 (Figure 2:20) a deux nomenclatures différentes : La première regroupe ce type de 

ŵolĠĐule sous le teƌŵe de CoeŶzǇŵe QŶ, où Ŷ ƌepƌĠseŶte le Ŷoŵďƌe d͛uŶitĠs isopƌğŶes 
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(chaîne de 5 carbones) tandis que la seconde désigne ces composés comme étant des 

ubiquinones n, avec n représentant le nombre de carbones totaux de la chaîne isoprénoïque.  

  

Figure 2:20 Structure chimique du coenzyme Q10 

 

Ainsi, le coenzyme Q10 ĐoƌƌespoŶd à l͛uďiƋuiŶoŶe ϱϬ et le ĐoeŶzǇŵe Q0 correspond à 

l͛uďiƋuiŶoŶe Ϭ, etĐ... 

Le CoQ10 est gĠŶĠƌaleŵeŶt loĐalisĠ au Ŷiǀeau des ŵitoĐhoŶdƌies. Il joue le ƌôle d͛uŶ 

ĐofaĐteuƌ esseŶtiel daŶs la ĐhaîŶe de tƌaŶspoƌt d͛ĠleĐtƌoŶs ŵitoĐhoŶdƌiales, iŶteƌǀeŶaŶt 

aiŶsi daŶs la ƌespiƌatioŶ Đellulaiƌe aĠƌoďie et daŶs la pƌoduĐtioŶ d͛ĠŶeƌgie Đellulaiƌe sous 

foƌŵe d͛ATP (Bunaciu et al., 2007; Zhipeng et al., 2007). Il s͛agit du seul ĐoŵposaŶt lipidiƋue 

paƌŵi les tƌaŶspoƌteuƌs d͛ĠleĐtƌoŶs de la ĐhaîŶe ƌespiƌatoiƌe. C͛est uŶe ďeŶzoƋuiŶoŶe Ƌui 

possède une longue chaîne isoprénoïque qui lui confère son caractère lipophile et par 

conséquent une libre mobilité à travers les membranes cellulaires et mitochondriales (Crane, 

2001). Le CoQ10 est un puissant antioxydant qui protège les lipoprotéines circulant dans le 

sang, les mitochondries ainsi que les lipides membranaires contre les phénomènes 

d͛oǆǇdatioŶ eŶ ďalaǇaŶt les ƌadiĐauǆ liďƌes (Aberg et al., 1992; Schmelzer et al., 2007). 

Cependant, il est possible de détecter un stress oxydant chez un individu en dosant la 

concentration de CoQ10 dans ses lipoprotéines ainsi que dans son plasma. 

La biosynthèse du CoQ10 diminue dans les tissus à cause des changements dégénératifs 

ĐausĠs paƌ le ǀieillisseŵeŶt de l͛oƌgaŶisŵe. C͛est doŶĐ pouƌ Đette ƌaisoŶ Ƌue la 

supplémentation alimentaire en CoQ10 est deǀeŶue ŶĠĐessaiƌe pouƌ l͛oƌgaŶisŵe (Fu, 2009). 

Le CoQ10 a été utilisé antérieurement en tant que supplément alimentaire ou adjuvant 

thérapeutique pour des maladies comme le diabète héréditaire, le diabète sucré et la 

surdité (Suzuki et al., 1998; Watts et al., 2002). Une déficience en CoQ10 peut être à la base 

de plusieurs pathologies liées au stress oxydant (Tableau 2:25) (Balakrishnan et al., 2009). 
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Tableau 2:25 Différentes maladies liées à un déficit en CoQ10 

Pathologies impliquant le CoQ10 Références bibliographiques 
Problèmes cardiovasculaires (cardiomyopathie) (Joo, 2005) (Tiano, 2007) 
Hypertension  (Joo, 2005) (Rosenfeldt, 2007) 
Athérosclérose (Joo, 2005) 
Cancer de sein (Fu, 2009) 
Diabète (Chew, 2008) 
Angine pectorale (Joo, 2005) 

 

D͛autƌe paƌt, le CoQ10 est récemment utilisé en formulations cosmétiques (Xia, 2010) et 

nutraceutiques (Udompataikul, 2009). Pardeike et ses collaborateurs (2010) ont effectué 

uŶe Ġtude Đoŵpaƌatiǀe d͛uŶe Đƌğŵe cosmétique contenant une nano-émulsion de CoQ10 

(homogénéisée à haute pression, 2 cycles, 800 bars, 80°C) avec une crème composée des 

mêmes ingrédients non émulsionnés. Les résultats de cette étude montrent que les deux 

crèmes sont bien tolérées et ne présentent aucune irritabilité, cependant 73,9% de 

volontaires ont affirmé que la crème contenant la nano-émulsion était plus « hydratante » 

que la crème contrôle (Pardeike et al., 2010). 

Le CoQ10 affeĐte l͛eǆpƌessioŶ de ŵillieƌs de gğŶes huŵaiŶs iŵpliƋuĠs daŶs la sigŶalisatioŶ, le 

métabolisme et dans le transport de nutriments (Groneberg et al., 2005; Schmelzer et al., 

2007). 

Des tests in silico ƌĠǀğleŶt Ƌu͛une partie des gènes sensibles ou influencés par le CoQ10 sont 

impliqués dans les voies métaboliques inflammatoires. Ces résultats ont été validés en 

effeĐtuaŶt des tests suƌ l͛effet aŶti-inflammatoire du CoQ10 sur des cellules de type 

monocytes humains et murins (Schmelzer et al., 2007). Les résultats obtenus montrent que 

l͛effet positif du CoQ10 suƌ l͛iŶflaŵŵatioŶ pƌoǀieŶt d͛uŶe ƌĠgulation au niveau de 

l͛eǆpƌessioŶ des gğŶes ĐodaŶt pouƌ les ĐǇtokiŶes TNF-α et / ou de soŶ effet aŶtiƌadiĐalaiƌe. 

Les Ġtudes Ŷ͛oŶt pas eŶĐoƌe ĠtĠ eǆtƌapolĠes au Ŷiǀeau aŶiŵal et huŵaiŶ.  

En raison de son caractère lipophile et de son poids moléculaire élevé, le CoQ10 est 

faiblement absorbée au niveau du tractus gastro-intestinal (Balakrishnan et al., 2009). De ce 

fait une administration orale de CoQ10 reste la voie de supplémentation généralement 

utilisée. Différentes formulations ont été proposées depuis ϭϵϴϱ daŶs le ďut d͛augŵeŶteƌ sa 

biodisponibilité (Tableau 2:26). 
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Tableau 2:26 Mode de vectorisation et biodisponibilité du CoQ10  

Type de formulation Composition huileuse Technique Test Efficacité Références 

Microémulsions 

Lécithine de Soja (3,9mg) 
D-Sorbitol (90mg) 
Propylène glycol (90mg) 
CoQ10 ;Ϯϭϲ μCiͿ 

Sonication 40W 
In vivo, administration 
en intra veineuse 

Biodisponibilité élevée 
au Ŷiǀeau du Đœuƌ 
comparé à une 
formulation huileuse 

(Takada et al., 
1985) 

Microémulsions 

Huile de soja (400g) 
Phospholipides de jauŶe d͛œuf 
(48g) 
CoQ10 (2,4g) 

Homogénéisateur à 
haute pression 
(520Kg/cm2) 

In vivo, administration 
orale chez des chiens 

2 fois et demi plus 
efficace que les autres 
formulations testées 

(Ozawa et al., 
1986) 

Emulsions séchées 
CoQ10 
Huile 
 

Homogénéisateur à 
grande vitesse (20 000 
rpm pendant 5 min) 

- - 
(Takeuchi et al., 
1992) 

Formulation huileuse 

Polysorbate 80 
Triglycérides à moyenne chaine 
d͛aĐides gƌas 
CoQ10 

- 
In vivo, administration 
orale 
Test clinique 

2 fois et demi plus 
efficace que les autres 
formulations testées 

(Chopra et al., 
1998) 

Nanoémulsions 
encapsulées dans un 

polymère 

HPMC 
Huile 
Huiles essentielles 
CoQ10 
Surfactants et co-surfactant 
synthétiques 

Auto-émulsification 
 

 
- 

 
 
- 

(Nazzal et al., 
2002) 

Nanoémulsion 

CoQ10 
Huile 
Surfactant 
Cosurfactant 

Auto-émulsification 
In vivo, administration 
orale chez des rats 

2 fois plus efficace que le 
CoQ10 administré en 
poudre 

(Balakrishnan et 

al., 2009) 

Dispersion solide dans 
l͛eau distillĠe 

CoQ10 
Polymer hydrophile (poloxamer 
188) 
Ratio (1 : 30 w/w) 

Vortex (2 min) 
Agitation 150 rpm (24h) 

Pas d͛adŵiŶistƌatioŶ _ 
(Bhandari et al., 
2007) 
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En effet, la biodisponibilité du CoQ10 dépend fortement du type de vectorisation et du mode 

d͛adŵiŶistƌatioŶ (Fu, 2009). Il a été démontré que le CoQ10 solubilisé dans des formulations 

huileuses sous forme de gélules molles est mieux absorbé que sous forme pulvérulente 

(Folkers, 1994; Singh, 2005). 

Récemment, plusieurs équipes se sont intéressées aux formulations lipidiques permettant 

de ǀeĐtoƌiseƌ les ŵolĠĐules d͛iŶtĠƌġt ďiologiƋue Đoŵŵe paƌ eǆeŵple les ŵiĐƌo et ŶaŶo-

émulsions, préparées avec ou sans contrainte (auto-émulsification). Nous retrouvons donc 

les émulsions préparées soit par sonication, par ultraturrax ou par homogénéisation à haute 

pression contrairement au système émulsionné sans aucune contrainte ou traitement 

physique ; une émulsion naturelle et spontanée (sous simples agitation magnétique). Ce 

dernier système de préparation des émulsions est basé essentiellement sur la composition 

en surfactants, suƌ le teŵps et la teŵpĠƌatuƌe d͛agitatioŶ. Les auteuƌs estiŵeŶt Ƌue les 

ŵouǀeŵeŶts pĠƌistaltiƋues de l͛estoŵaĐ et de l͛iŶtestiŶ peƌŵetteŶt uŶe agitatioŶ ŶĠĐessaiƌe 

pour une auto-émulsification in vivo (Shah et al., 1994). 

L͛augŵeŶtatioŶ de la ďiodispoŶiďilitĠ dĠpeŶd pƌiŶĐipaleŵeŶt de deuǆ paƌaŵğtƌes : La taille 

des gouttelettes lipidiques et le surfactant utilisé (Shah et al., 1994). En effet, plus la taille 

des gouttelettes d͛huile est petite, plus la suƌfaĐe de ĐoŶtaĐt aǀeĐ les eŶzǇŵes digestiǀes est 

importante. De ce fait les lipases pancréatiques hydrolysent les triglycérides et libèrent 

rapidement le principe actif lipophile encapsulé et/ou permettent la formation de micelles 

de sels ďiliaiƌes eŶfeƌŵaŶt le pƌiŶĐipe aĐtif à l͛iŶtĠƌieuƌ (Balakrishnan et al., 2009).  

Le suƌfaĐtaŶt peƌŵet auǆ gouttelettes lipidiƋues d͛ġtƌe ĐhaƌgĠes et polaƌisĠes, Đe Ƌui ĐoŶduit 

à une libération rapide des molécules encapsulées vers le milieu aqueux (Shah et al., 1994). 

D͛autƌe paƌt, les suƌfaĐtaŶts utilisĠs pouƌ staďiliseƌ les ĠŵulsioŶs oŶt uŶ ƌôle iŵpoƌtaŶt daŶs 

l͛aŵĠlioƌatioŶ de la ďiodispoŶiďilitĠ des pƌiŶĐipes aĐtifs. CeĐi peut être lié à différents 

mécanismes tels que : 

- Augmenter la solubilité des principes actifs encapsulés (Constantinides et al., 1994) 

- Augmenter la perméabilité à travers les parois épithéliales intestinales (Koga et al., 

2006) 

- Augmenter la perméabilité au Ŷiǀeau des joŶĐtioŶs seƌƌĠes de l͛iŶtestiŶ Ƌui 

ƌepƌĠseŶteŶt l͛adhĠsioŶ eŶtƌe les Đellules de l͛ĠpithĠliuŵ iŶtestiŶal ĐoŶstituaŶt l͛ĠtaŶĐhĠitĠ 

de l͛iŶtestiŶ (Koga et al., 2006). 
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- DiŵiŶueƌ le ŵĠĐaŶisŵe d͛effluǆ ǀeƌs la luŵiğƌe iŶtestiŶale d͛uŶ ŵĠdiĐaŵeŶt ƌĠsoƌďĠ 

(Eaimtrakarn et al., 2002). 

Il a ĠtĠ dĠŵoŶtƌĠ, Ƌu͛aǀeĐ des foƌŵulatioŶs de tǇpe ĠŵulsioŶ, Ŷous pouǀoŶs augŵeŶteƌ la 

biodisponibilité des principes actifs faiblement solubles (Jong, 2007; Kommuru et al., 2001). 

2.7.2.2 La curcumine 

La curcumine (Figure 2:21Ϳ est uŶ polǇphĠŶol Ŷatuƌel Ƌu͛oŶ ƌetƌouǀe daŶs le ƌhizoŵe de la 

plante herbacée tropicale Curcuma Longa (Kunwar et al., 2006). Cette molécule de couleur 

jaune, est utilisée comme colorant alimentaire naturel et comme épice en alimentaire. La 

ĐuƌĐuŵiŶe fait paƌtie du ŵĠlaŶge d͛ĠpiĐes que nous retrouvons dans le curry (Yang et al., 

2007). Le curcuma contient plus d'une douzaine de composés phénoliques appelés 

curcuminoïdes, dont le principal est la curcumine (environ 50 ~ 60 %) (Edeas, 2006). 

 

 

Figure 2:21 Structure chimique de la curcumine 

 

Le curcuma est utilisé depuis des siècles en médecine traditionnelle, notamment en Inde, 

pour traiter toute une variété d'indispositions incluant problèmes gastro-intestinaux, 

inflammations, maux de tête, infections et rhumes (Edeas, 2006).  

Malgré le fait que la curcumine possède plusieurs propriétés intéressantes, son utilisation 

clinique reste limitée en raison de sa nature hydrophobe (Li et al., 2007b). La curcumine est 

faiďleŵeŶt ďiodispoŶiďle loƌsƋu͛elle est adŵiŶistƌĠe paƌ ǀoie oƌale. Plusieuƌs Ġtudes 

s͛iŶtĠƌesseŶt aux différents mode de vectorisation vers des cibles privilégiées (Kunwar et al., 

2006). En plus de son utilisation dans les domaines alimentaire et pharmaceutique, la 

curcumine est très employée dans le domaine cosmétique. En effet, une étude effectuée en 

2007 par Teichmann et al., a montré que la pénétration de la curcumine dans le Stratum 

corneum ;la ĐouĐhe la plus ĠloigŶĠe de l͛ĠpideƌŵeͿ est aŵĠlioƌĠe loƌsƋu͛elle est ǀeĐtorisée 

sous forme de nano-émulsion (Teichmann et al., 2007). 
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2.7.2.2.1 Propriétés antioxydantes 

Les propriétés antioxydantes et antiradicalaires des curcuminoïdes proviennent de leur 

capacité à interveŶiƌ daŶs le ŵĠĐaŶisŵe d͛oǆǇdoréduction et plus précisément dans le 

tƌaŶsfeƌt d͛uŶ ou plusieuƌs ĠleĐtƌoŶs d͛uŶ atoŵe ǀeƌs uŶ autƌe. UŶ tel pƌoĐessus est 

nécessaire pouƌ la ǀie eŶ aĠƌoďie, puisƋue l͛oǆǇgğŶe est l͛aĐĐepteuƌ ultiŵe d͛ĠleĐtƌoŶs au 

Ŷiǀeau de la ĐhaîŶe ƌespiƌatoiƌe pouƌ foƌŵeƌ de l͛ĠŶeƌgie sous foƌŵe d͛ATP. Cependant, pour 

lutter contre les radicaux libres nocifs, notre organisme possède deux systèmes de défense 

antioxydants, endogène et exogène (Ak and Gülçin, 2008). Il s͛est aǀĠƌĠ Ƌue l͛aĐtiǀitĠ 

antioxydante de la curcumine est supérieure à celle de l'extrait d'écorce de piŶ, de l͛eǆtƌait 

de pépins de raisin et des antioxydants synthétiques comme le butylhydroxyltoluène (BHT) 

(Tiyaboonchai et al., 2007). Plusieuƌs Ġtudes oŶt ĠtĠ ƌĠalisĠes afiŶ d͛Ġtudieƌ l͛aĐtiǀitĠ 

antioxydante de la curcuŵiŶe. SeloŶ l͛Ġtude de Ak et GülçiŶ ;ϮϬϬϴͿ, l'aĐtiǀitĠ aŶtioǆǇdaŶte 

de la ĐuƌĐuŵiŶe est due à soŶ tƌaŶsfeƌt d͛uŶ atoŵe d͛hǇdƌogğŶe auǆ ƌadiĐauǆ liďƌes. EŶ 

effet, uŶe ĐoŶĐeŶtƌatioŶ de ϮϬ ŵM de ĐuƌĐuŵiŶe peƌŵet d͛iŶhiďeƌ de ϵϳ,ϯ% l͛oǆǇdatioŶ de 

l͛aĐide liŶoléique en émulsion (Ak and Gülçin, 2008). 

2.7.2.2.2 Les propriétés anti-cancéreuses  

Il a été prouvé, in vitro et in vivo, que la curcumine a un effet antiprolifératif contre une 

variété de tumeurs, tels que le cancer colorectal (Li et al., 2007b), pancréatique (Lan Li et al., 

2005), mammaire, gastrique, hépatique, ovarien, de la prostate, et leucémique (Sahu et al., 

2008).  

EŶ ƌaisoŶ de sa ŶoŶ toǆiĐitĠ, jusƋu͛à ϰϬ ŵg/Kg Đhez des ƌats, elle peut ġtƌe ĐoŵďiŶĠe aǀeĐ les 

autres traitements du cancer comme les agents chimio-thérapeutiques (Li et al., 2007b). 

En effet, des chercheurs ont suggéré que la curcumine inhibe la croissance des cellules 

tumorales par des moyens provoquant l'apoptose (mort cellulaire). Il semble que les gènes 

associés à la prolifération cellulaire et à l'apoptose pourraient avoir une action 

chémopréventive (Miquel et al., 2002). 

Une étude a été réalisée in vivo sur des souris ayant reçu 1% de curcumine dans leur régime 

alimentaire pendant 16 jours. Les souris ont été irradiées par rayons X. L'apparition de la 

première tumeur palpable a été retardée de 6 mois dans le groupe alimenté avec la 

curcumine en comparaison avec les souris tĠŵoiŶ. D͛autƌe paƌt, l'examen histologique a 

montré une réduction de 50% de la taille des tumeurs chez les animaux nourris avec la 

curcumine par rapport aux contrôles (Inano et al., 1999). 
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2.7.2.2.3  Les propriétés anti-hépatotoxiques des curcuminoïdes  

Cette propriété des curcuminoïdes a été démontrée par des tests in vivo. Il s͛agit d͛uŶe 

adŵiŶistƌatioŶ d͛uŶ ĐoŵposĠ hĠpatotoǆiƋue Đoŵŵe le tĠtƌaĐhloƌuƌe de ĐaƌďoŶe à des ƌats 

dans le but de provoquer des dommages hépatiques se traduisant par une augmentation 

daŶs le saŶg, de Ϯ à ϯ fois, des tauǆ d͛aspaƌtate-aŵiŶotƌaŶsfĠƌase, de l͛alaŶiŶe-

aŵiŶotƌaŶsfĠƌase et de la phosphatase alĐaliŶe. L͛ajout d͛eǆtƌait de ĐuƌĐuŵa à la Ŷouƌƌituƌe 

des aŶiŵauǆ tƌaitĠs, Ƌue Đe soit aǀaŶt ou peŶdaŶt l͛adŵiŶistƌatioŶ de tĠtƌaĐhlorure de 

ĐaƌďoŶe, peƌŵet d͛Ġǀiteƌ Đes doŵŵages hĠpatiƋues (Deshpande et al., 1998). En vue 

d͛aŵĠlioƌeƌ l͛aĐtiǀitĠ aŶti-hépatotoxique des curcuminoïdes, une étude a été effectuée en 

2007 par Maiti et ses collaborateurs. Ils ont développé une nouvelle formulation complexant 

la curcumine avec des phospholipides pour augmenter sa biodisponiďilitĠ daŶs l͛oƌgaŶisŵe. 

Le produit permet une meilleure protection du foie des rats en comparaison avec la 

curcumine utilisée seule en tant que contrôle (Maiti et al., 2007). 

2.7.2.2.4 Les propriétés anti-inflammatoires des curcuminoïdes 

L͛aĐtiǀitĠ aŶti-inflammatoire de la curcumine est due à l͛inhibition des cyclooxygénases en 

empêchant ainsi la formation des thromboxanes et des prostaglandines à partir de l'acide 

arachidonique (Teusher et al., 2005). En 2008, une étude effectuée en 2008 par Wang et al., 

a ŵoŶtƌĠ Ƌu͛eŶ ĐoŵpaƌaisoŶ aǀeĐ la ĐuƌĐuŵiŶe seule, la ĐuƌĐuŵiŶe eŶ ĠŵulsioŶ a uŶ effet 

anti-inflammatoire reŵaƌƋuĠ Đhez des souƌis pƌĠseŶtaŶt uŶ œdğŵe auǆ oƌeilles (Wang et 

al., 2008a). 

2.7.2.2.5 Les propriétés neuroprotectrices des curcuminoïdes 

La curcumine diminue la peroxydation lipidique et augmente le taux de glutathion dans le 

cerveau (Teusher et al., 2005). Lin et ses collaborateurs (2011) oŶt ĠtudiĠ l͛effet ďĠŶĠfiƋue 

de la curcumine sur des rats ayant subi des blessures traumatiques de la moelle épinière. 

Une quantité de 40 mg/Kg a été administrée en intra-péritonéale, solubilisée dans du DMSO 

(Dimethylsulfoxide) pendant 6 jours. Les résultats montrent que ce traitement attenue 

significativement la perte de neurones (Lin et al., 2011). 
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3.1 PƌoĐĠdĠ d͛oďteŶtioŶ de la lĠĐithiŶe de sauŵoŶ 

La lĠĐithiŶe de sauŵoŶ est oďteŶue à paƌtiƌ de l͛eǆtƌaĐtioŶ eŶzǇŵatiƋue de tġtes de sauŵoŶ 

(Salmo salar) sans utilisation de solvants organiques. Ce procédé breveté conduit à 

l͛oďteŶtioŶ d͛uŶ Đoŵpleǆe phospholipopeptidiƋue ;CPLPͿ ĐoŶstituĠ de phospholipides, de 

tƌiaĐǇlglǇĐĠƌols et d͛uŶ hǇdƌolǇsat peptidiƋue. 

Dans le cadre de notre étude, le CPLP est fourni par les Laboratoires Le Stum. Nous avons 

par ailleurs effectué deux extractions au laboratoire à échelle pilote sur 100 kg de têtes de 

saumon non congelées pƌoǀeŶaŶt d͛uŶ poissoŶŶieƌ loĐal. 

3.1.1 Matière première  

La ŵatiğƌe pƌeŵiğƌe est ĐoŶstituĠe de tġtes de sauŵoŶs d͛aƋuaĐultuƌe ;Salmo salar) 

pƌoǀeŶaŶt de l͛iŶdustƌie de tƌaŶsfoƌŵatioŶ de pƌoduits à ďase de sauŵoŶ (Figure 3:1). 

 

 

Figure 3:1 Photo d'une tête de saumon avant broyage 

 

Les tġtes de poissoŶ, utilisĠes Đoŵŵe ŵatiğƌe pƌeŵiğƌe daŶs Ŷotƌe pƌoĐĠdĠ d͛eǆtƌaĐtioŶ, 

sont des co-produits provenant des étapes de filetage, conservés à basse température (+4°C) 

ou congelés. Le poids moyen des têtes utilisées varie entre 0,9 et 1,2 kg. 

3.1.2 Les enzymes protéolytiques utilisées  

Nous utilisoŶs daŶs le pƌoĐessus d͛eǆtƌaĐtioŶ des eŶdopeptidases d͛oƌigiŶe ďaĐtĠƌieŶŶe et de 

qualité alimentaire, conformes aux spécifications recommandées par la législation (Arrêté du 

19 octobre 2006 relatif à l'emploi d'auxiliaires technologiques dans la fabrication de 

certaines denrées alimentaires). Il s'agit de L͛alĐalase® 2,4L appartenant à la famille des 

subtilisines (EC.3.4.21.14a), protéases alcalines (Tableau 3:1). Elle est produite à partir d'une 

souche sélectionnée de Bacillus licheniformis. 
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Tableau 3:1 Paramètres physicochimiques de l'alcalase® 

 Alcalase
®

 

Nom générique Substilisine Carlsberg 

TǇpe d͛aĐtioŶ Endopeptidase 

Nature du site catalytique Sérine 

pH optimal  6,5 et 8,5 

Température optimale 70°C 

Poids moléculaire (approximatif) 27300 

 

3.1.3 La solution alcaline  

Une solution d͛hǇdƌoǆǇde de sodiuŵ NaOH (10 N) a été utilisée pour ajuster le pH de la 

solutioŶ du ŵĠlaŶge ƌĠaĐtioŶŶel à la ǀaleuƌ optiŵale d͛aĐtiǀitĠ de la pƌotĠase.  

UŶe fois l͛eŶzǇŵe iŶtƌoduite daŶs le ƌĠaĐteuƌ, la diŵiŶutioŶ du pH duƌaŶt l͛hǇdƌolǇse 

enzymatique du substrat est compensée par additioŶ de la solutioŶ d͛hǇdƌoǆǇde de sodiuŵ 

(10 N) selon la méthode du pH-stat développée par Adler-Nissen (1979) (Gbogouri et al., 

2006; Linder et al., 2005). La méthode du pH-stat consiste à maintenir le pH constant durant 

la ƌĠaĐtioŶ eŶzǇŵatiƋue paƌ ajout d͛hǇdƌoǆǇde de sodiuŵ. La ĐoŶsoŵŵatioŶ de NaOH 

peƌŵet de ĐalĐuleƌ le degƌĠ d͛hǇdƌolǇse peŶdaŶt la duƌĠe de la réaction (Adler-Nissen, 

1979).  

Il existe une proportionnalité entre la libération des protons et le nombre de liaisons 

peptidiques hydrolysées. Le degƌĠ d͛hǇdƌolǇse (DH) est défini comme étant le pourcentage 

de liaisons peptidiques hydrolysées (h) sur le nombre de liaisons peptidiques totales (h tot). 

Il est défini selon la formule suivante :                                 

B : Volume de NaOH ajouté (ml)  
NB : Normalité de la base 
 : Degré moyen de dissociation des groupes alpha aminés 
MP : Masse de protéines présentes dans le milieu réactionnel (g) (NT x 6,25) 
h tot : Nombre de liaisons peptidiques dans le substrat protéique (7,5 méq/g) 

Le degré de dissociation est défini comme suit : 
       +         

 

pK : Représente le pK moyen des fonĐtioŶs α-aŵiŶĠs liďĠƌĠes duƌaŶt l͛hǇdƌolǇse : 
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        +                      

La température étant exprimée en Kelvin 

3.1.4 Gaz inerte  

L͛utilisatioŶ de l͛azote comme gaz inerte a pour objectif de protéger la phase lipidique de 

l͛oxydation pendant les étapes de centrifugation et de manipulations des produits. 

3.1.5 Le pƌoĐĠdĠ d͛eǆtƌaĐtioŶ  

3.1.5.1 La ƌĠaĐtioŶ d͛hǇdƌolǇse 

Le substrat composé de têtes de poisson, maintenu à 4°C, est introduit dans le réacteur 

contenaŶt au pƌĠalaďle de l͛eau à ϴϬ°C (1 volume de substrat / 1 voluŵe d͛eauͿ. Il est 

nécessaire de connaître la concentration protéique (basée sur la quantité d'azote total 

présent dans le substrat) et l͛ajusteƌ dans le réacteur sous agitation par addition d'eau pour 

obtenir une valeur voisine de 7 à 8% en poids. Cette étape facilite l'agitation dans le réacteur 

et augmente la surface de contact avec les protéases. Le ĐoŶtƌôle de la ƌĠaĐtioŶ d͛hǇdƌolǇse 

s͛effeĐtue paƌ la ŵĠthode du pH-stat présentée ci-dessus. 

Le pƌoĐĠdĠ iŶdustƌiel Ŷ͛est pas pƌĠseŶtĠ Đi-dessous pour des raisons de confidentialité. 

3.1.5.2 Inactivation enzymatique 

La ƌĠaĐtioŶ d͛hǇdƌolǇse est aƌƌġtĠe, 30 min après le début de la réaction par élévation de la 

teŵpĠƌatuƌe. L͛iŶaĐtiǀatioŶ theƌŵiƋue de l͛eŶzǇŵe s͛effeĐtue à 95°C pendant 10 min.  

3.1.5.3 Etape de filtration - centrifugation  

Les particules solides non hydrolysées (os de têtes) sont éliminées par filtration sur tamis en 

inox. La phase liquide du mélange réactionnel est ensuite centrifugée à 80°C pour éviter une 

séparation de phase du mélange. La centrifugation de la phase liquide permet de séparer 

l͛huile de sauŵoŶ, l͛hǇdƌolǇsat peptidiƋue soluďle et le CPLP. 

3.1.5.4 Récupération du complexe phospholipopeptidique 

Le CPLP est récupéré après centrifugation et débourbage sous atmosphère inerte avant 

d͛ġtƌe conditionné sous azote dans des barquettes et congelé à -20°C. 
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3.1.5.5 Conditionnement 

Une fois lyophilisé, le CPLP est ensuite conditionné dans des poches, en polyamide et 

polyéthylène, sous vide puis stocké à -ϮϬ°C pouƌ ƌaleŶtiƌ les phĠŶoŵğŶes d͛oǆǇdatioŶ. 

L͛huile de saumon est re-centrifugée à 10 000 rpm pendant 25 min à 4°C sous azote puis 

conditionnée dans des bouteilles brunes sous azote à -20°C. 

3.2 Analyses physicochimiques du CPLP 

3.2.1 Matière sèche  

Le pouƌĐeŶtage de ŵatiğƌe sğĐhe ĐoŶteŶu daŶs l͛hǇdƌolǇsat enzymatique est déterminé 

apƌğs lǇophilisatioŶ. L͛ĠĐhaŶtilloŶ est pesĠ aǀaŶt et apƌğs lǇophilisatioŶ. Les résultats, 

calculés sur trois répétitions, sont exprimés en g/100 g de CPLP. 

3.2.2 Dosage de la teneur en azote (AOAC, norme 960.52, 1997) 

La teneur en azote du CPLP est déterminée par la méthode de Kjeldahl. La teneur en azote 

total est dosée dans le CPLP lyophilisé ainsi que dans la fraction soluble de ce dernier. 

L͛azote ŶoŶ pƌotĠiƋue est ŵesuƌĠ daŶs l͛hǇdƌolǇsat peptidiƋue en précipitant au préalable 

les protéines avec de l'acide trichloroacétique TCA (15%). La méthode de Kjeldahl est 

constituée de deux étapes distinctes : 

La ŵiŶĠƌalisatioŶ de l͛ĠĐhaŶtilloŶ : elle ĐoŶsiste à la tƌaŶsfoƌŵatioŶ de l͛azote oƌgaŶiƋue eŶ 

azote minéral, sous forme de (NH4)2SO4. La réaction se déroule à pH acide en présence de 

ĐatalǇseuƌ poƌtĠ à ϰϬϬ°C peŶdaŶt ϯh. A uŶe pƌise d͛ĠĐhaŶtilloŶ de Ϭ,ϱ g ;ĠĐhaŶtilloŶ solideͿ 

ou 1 mL (échantillon liquide) on ajoute 0,5 g de catalyseur, 2 mL de H2SO4 (95%) et 1 mL de 

H2O2 à 110 volumes. 

La distillation du minéralisât : Apƌğs ƌefƌoidisseŵeŶt, la solutioŶ d͛aŵŵoŶiuŵ NH4
+ formée 

est ensuite dosée automatiquement avec un appareil de type Vapodest 4S Gerhardt. Une 

fois les matras placés dans le distillateur, 2 ŵL d͛eau distillĠe et Ϯ,ϱ mL de lessive de soude 

;ϯϲ% ǀ/ǀͿ soŶt ajoutĠs à l͛ĠĐhaŶtilloŶ pouƌ ŶeutƌalisatioŶ et oďteŶiƌ de l͛aŵŵoŶiaƋue ;NH3). 

Ce deƌŶieƌ est eŶtƌaiŶĠ au Đouƌs de la distillatioŶ paƌ la ǀapeuƌ d͛eau, puis est ƌĠĐupĠƌĠ daŶs 

un compartiment contenant de l͛aĐide ďoƌiƋue eŶ eǆĐğs. Le ďoƌate d͛aŵŵoŶiuŵ foƌŵĠ est 

ensuite titré par une solution d͛aĐide sulfuƌiƋue ;0,01 N) par colorimétrie en utilisant un 

mélange de rouge de méthyle et de bromocrésol comme indicateurs. Le volume de H2SO4 

versé permet de calculer la concentration ŵassiƋue d͛azote pouƌ ϭϬϬ g de produit en 

utilisaŶt l͛ĠƋuatioŶ suiǀaŶte :  
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V : Volume de H2SO4 ŶĠĐessaiƌe pouƌ la titƌatioŶ de l͛ĠĐhaŶtilloŶ eŶ ŵL 
V0 : Volume de H2SO4 nécessaire pour la titration du témoin en mL 
N : Normalité de la solution de H2SO4 

M : ŵasse de l͛ĠĐhaŶtilloŶ eŶ g 

Le taux de protéines est calculé en multipliant la teneur en azote total par le facteur 6,25. 
 
3.2.3 Dosage des minéraux 

La détermination des minéraux contenus dans le CPLP a été réalisée par spectrométrie 

d͛aďsoƌptioŶ atoŵiƋue à paƌtiƌ des ĐeŶdƌes, au seƌǀiĐe d͛aŶalǇse des ƌoĐhes et des ŵiŶĠƌauǆ 

(SARM) selon le protocole de Carignan et ses collaborateurs (2001). Brièvement, 300 mg de 

CPLP lyophilisé sont mélangés avec 900 mg de LiBO2 ultra pure et sont placés dans un four 

automatique à 980°C pendant 60 min. Un échantillon contenant uniquement du LiBO2 est 

analysé dans les mêmes conditions comme contrôle. Après refroidissement des échantillons 

à température ambiante, ils sont solubilisés dans un mélange de HNO3 (1 M), de H2O (0,5% 

v/v) et de glycérol (10% v/v) jusƋu͛à oďteŶtioŶ d͛uŶ faĐteuƌ de dilutioŶ de l͛ĠĐhaŶtilloŶ de 

333. Les minéraux et les éléments de traces sont mesurés respectivement en utilisant le 

Spectromètre d'Emission Optique Couplé à un Plasma Inductif (ICP-OES) et la technique 

d͛iŶjeĐtioŶ de fluǆ ĐouplĠe au SpeĐtƌoŵğtƌe de Masse CouplĠ à uŶ Plasŵa IŶduĐtif ;ICP-MS). 

Les résultats sont présentés en pourcentage (Carignan et al., 2001). 

3.2.4 Teneur en cendres (AOAC, norme 923.03, 1997) 

Une masse exacte de CPLP (quelques milligrammes) a été déposée dans des creusets en 

poƌĐelaiŶe et puis iŶĐiŶĠƌĠe peŶdaŶt ϭϮh daŶs uŶ fouƌ à ŵoufle ;ϱϰϬ°CͿ jusƋu͛à 

minéralisation complète. Le pourcentage de centre est calculé en pesant les creusets et 

selon le calcul suivant :                                                                                

 

3.2.5 Tauǆ d͛huŵiditĠ 

Le tauǆ d͛huŵiditĠ est ŵesuƌĠ en pesant une masse exacte de CPLP dans des cristallisoirs 

iŶtƌoduits daŶs uŶe Ġtuǀe ŵaiŶteŶue à ϭϬϯ°C jusƋu͛à poids ĐoŶstaŶt. 

UŶe fois le poids staďilisĠ, la ŵasse des Đƌistallisoiƌs est ƌeleǀĠe et le tauǆ d͛huŵiditĠ ĐalĐulĠ 

seloŶ l͛ĠƋuatioŶ suiǀaŶte :                                                                                                           
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3.2.6 Analyses microbiologiques du CPLP 

Les analyses microbiologiques du complexe phospholipopeptidique ont été effectuées par 

énumération de la flore aérobie mésophile, de Escherichia coli, des coliformes, des levures et 

moisissure (Tableau 3:2).  

Tableau 3:2 Produits et conditions de culture 

Espèce Milieu de culture Fournisseur 
Température 
d͛iŶĐuďatioŶ 

Temps 
d͛iŶĐuďatioŶ 

Normes 

Flore aérobie 
mésophile 

Bouillon Trypcase 
Soja + extrait de 
levure (TSB-YE) 

Biokar 
Diagnostics + 
Biomerieux 

30°C 72h 
Norme 
interne 

Escherichia coli 
Gélose-Agar-
Terreno (TBX) 

Biokar 
Diagnostics 

44°C 24h 
NF ISO 

16649-2 
Avril 2001 

Coliformes 

La gélose lactosée 
biliée au cristal 

violet et au rouge 
neutre (VRBL) 

Biokar 
Diagnostics 

30°C 24h 
NF ISO 

4832 Avril 
2004 

Levures et 
moisissures 

Gélose glucosée à 
l͛oǆǇtétracycline 

(OGA) 

Biokar 
Diagnostics 

25°C 5 jours 
Norme 
interne 

 

3.2.7 Teneur en lipides totaux 

Les lipides totaux de saumon sont extraits à partir du CPLP lyophilisé par la méthode de 

Folch et al., (1957) modifiée par Christie (1982), méthode spécialement adaptée pour les 

produits anhydres. Un échantillon de CPLP (100 g) est mélangé à un mélange de 

chloroforme/méthanol (2 : 1 v/v ; 300 mL) pendant 30 min sous agitation et sous azote. Le 

mélange est ensuite filtré sous vide à travers un verre frité (porosité n°4) et recueilli dans 

une fiole à vide (Christie, 1982). Le gâteau protéique est lavé avec 500 mL de 

chloroforme/méthanol (2 : 1) pour éviter toute perte de lipide dans le CPLP. Le solvant est 

eŶsuite ĠliŵiŶĠ à l͛aide d͛un évaporateur rotatif sous vide à 50°C (Laborota 4000-Heidolph). 

Le vide est cassé sous atmosphère inerte pour éviter toute oxydation des échantillons. Le 

taux de lipides totaux est déterminé en pesant la quantité de lipide récupérée après 

extraction et évaporation. 

3.3 Analyses physicochimiques des lipides 

Les lipides extraits à partir du CPLP sont composés d͛uŶ ŵĠlaŶge de lipides Ŷeutƌes ;huile de 

saumon) et de lipides polaires (lécithine de saumon) que nous allons nommer « lipides 

totaux ». Les lipides totauǆ aiŶsi Ƌue l͛huile de sauŵoŶ oďteŶue paƌ eǆtƌaĐtioŶ eŶzǇŵatiƋue 

soŶt aŶalǇsĠs à l͛aide des teĐhŶiƋues suiǀaŶtes : 
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3.3.1 Composition en acides gras  

Nous avons testé au début de la thèse trois méthodes différentes pour analyser les acides 

gƌas de l͛huile et de la lécithine de saumon par chromatographie en phase gazeuse (CPG). 

3.3.1.1 Préparation des esters méthyliques 

3.3.1.1.1 Méthode d’estérification en présence de potasse méthanolique  

Un échantillon de 100 mg de lipides est pesé dans un tube à vis en verre auquel 200 μL de 

d͛Hydroxyde de potassium en solution méthanolique (1,29 g de KOH dans 10 mL de 

méthanol) et 5 ŵL d͛heǆaŶe soŶt ajoutés sous azote. Le mélange est vortexé pendant 1 min 

et le surnageant est récupéré après 30 min de décantation, concentré et injecté en CPG 

(Ackman, 1998). Cette ŵĠthode est ƌapide, ŵais Ŷe tieŶt pas Đoŵpte de la pƌĠseŶĐe d͛aĐides 

gras libres. 

3.3.1.1.2 Méthode au trifluorure de bore (BF3) 

Les esteƌs ŵĠthǇliƋues d͛aĐides gƌas soŶt pƌĠpaƌĠs à l͛aide du ƌĠaĐtif BF3/méthanol à 8% 

(Ackman, 1998). Un échantillon de 100 mg de lipides est pesé dans un tube à vis auquel on y 

ajoute 1,5 ŵL d͛heǆaŶe et 1,5 mL de BF3/méthanol à 8%. Le tube est fermé sous azote, 

vortexé et chauffé à 100°C pendant 1h dans un bain sec. La ƌĠaĐtioŶ d͛estĠƌifiĐatioŶ arrêtée, 

les tuďes soŶt ƌefƌoidis sous l͛eau. UŶ ŵL d͛heǆaŶe et Ϯ ŵL d͛eau distillĠe soŶt ƌajoutĠs au 

mélange réactionnel. On récupère après centrifugation (4500 rpm, 10 min, 20°C) le 

suƌŶageaŶt daŶs uŶ autƌe tuďe, toujouƌs sous azote pouƌ eŵpġĐheƌ l͛oǆǇdatioŶ. La phase 

inférieure est relavée deux fois avec 1 ŵL d͛heǆaŶe. L͛eŶseŵďle des phases supĠƌieuƌes 

collectées, contenant les esters méthyliques, est évaporé complètement sous azote et re-

soluďilisĠ daŶs de l͛heǆaŶe à ƌaisoŶ de ϭϬϬ ŵg d͛esteƌs ŵĠthǇliƋues paƌ ŵL d͛heǆaŶe. Les 

esters méthyliques sont ensuite injectés dans la colonne de CPG. 

3.3.1.1.3 Méthode de Morrison & Smith 

Les esteƌs ŵĠthǇliƋues d͛aĐides gƌas soŶt pƌĠpaƌĠs eŶ aĐĐoƌd aǀeĐ la ŵĠthode de Morrison 

& Smith (1964). Pouƌ uŶe pƌise d͛ĠĐhaŶtilloŶ ǀaƌiaŶt de Ϯ à ϮϬ mg on ajoute 1 mL de 

BF3/méthanol (14%) et 1 mL de toluène. Le tube est bien vortexé et mis sous azote pendant 

45 min à 100°C.  

Les esters méthyliques d͛aĐides gƌas soŶt eǆtƌaits eŶ ajoutaŶt ϭŵL de ĐǇĐloheǆaŶe et lavés 

aǀeĐ ϭŵL d͛eau distillée. Apƌğs l͛Ġtape de ĐeŶtƌifugatioŶ ;ϰϱϬϬ ƌpŵ, ϭϬ ŵiŶ, ϮϬ°CͿ, le 

surnageant est récupéré puis injecté dans la colonne de CPG (Morrison and Smith, 1964). 
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Cette technique peut être avantageuse dans le cas où nous ne pouvons pas utiliser 100 mg 

d͛ĠĐhaŶtilloŶ lipidique. AǀeĐ uŶe ŵasse d͛ĠĐhaŶtilloŶ de Ϯ mg au minimum, de bonnes 

résolutions sont obtenues au niveau des chromatogrammes.  

3.3.1.2 Pƌogƌaŵŵe de l͛aŶalǇse eŶ CPG 

Les esters méthyliques sont analysés par une CPG de type CG-2010 Plus, Shimadzu, équipée 

d͛uŶ dĠteĐteuƌ à ioŶisatioŶ de flaŵŵe et d͛uŶe ĐoloŶŶe Đapillaiƌe de ϲϬŵ de loŶgueuƌ, Ϭ,Ϯϱ 

ŵŵ de diaŵğtƌe iŶteƌŶe doŶt l͛Ġpaisseuƌ du filŵ (quartz fondu) est de 0,20 µm. La 

température du four est fiǆĠe à ϮϬϬ°C. Le dĠteĐteuƌ et l͛iŶjeĐteuƌ soŶt à uŶe teŵpĠƌatuƌe de 

250°C. Les ĠĐhaŶtilloŶs soŶt sĠpaƌĠs suƌ la ĐoloŶŶe eŶ utilisaŶt l͛hĠliuŵ Đoŵŵe gaz ǀeĐteuƌ 

avec un débit de 0,79 ŵl/ŵiŶ. L͛ĠĐhaŶtilloŶ est iŶjeĐtĠ eŶ ŵode split. Le programme de 

teŵpĠƌatuƌe utilisĠ loƌs de l͛aŶalǇse est ƌepƌĠseŶtĠ sĐhĠŵatiƋueŵeŶt : 

 

L͛iŶtĠgƌatioŶ des piĐs se fait suƌ le logiĐiel de CPG, GC solutioŶ ;ShiŵadzuͿ. L͛ideŶtifiĐatioŶ 

des piĐs d͛aĐides gƌas suƌ le Đhƌoŵatogƌaŵŵe est ƌĠalisĠe à l͛aide de deuǆ staŶdaƌds 

d͛aĐides gƌas de souƌĐe aŶiŵale ;PUFAϭͿ et ŵaƌiŶe ;PUFAϮͿ (Sigma Aldrich). Le pourcentage 

moyen de chaque pic est calculé à partir de trois répétitions. 

3.3.2 Détermination des classes lipidiques  

L͛aŶalǇse des Đlasses lipidiƋues de l͛huile et de la lĠĐithiŶe de sauŵoŶ a ĠtĠ ƌĠalisĠe paƌ 

chromatographie sur couche mince couplée à un détecteur à ionisation de flamme (FID) à 

l͛aide d͛uŶ IatƌosĐaŶ® MKV (Chromarods-III, Iatroscan Laboratory Inc, Tokyo, Japan). Les 

ĠĐhaŶtilloŶs soŶt dĠposĠs suƌ les Đhƌoŵaƌods à l͛aide d͛uŶ Đapillaiƌe de ϭ L à paƌtiƌ d͛uŶe 

solution de 10 ŵg de lipide paƌ ŵL d͛uŶ ŵĠlaŶge de Đhloƌofoƌŵe/ŵĠthaŶol (2 : 1). Le cadre 

métallique de 10 chromarods est ensuite déposé dans une cuve en verre contenant le 

mélange approprié de solvants :  

Pour séparer les lipides neutres des lipides polaires, nous utilisons un mélange 

hexane, diéthyl éther et acide formique (80 : 20 : 0,2 ; v/v).  

Dans le but de séparer la fraction polaire, un mélange chloroforme, méthanol et 

ammoniaque (65 : 35 : 5 ; v/v) est utilisé comme solvant polaire de migration. 

180°C, 2min 

2°C/min 

120°C, 2min 

220°C, 25min 

Refroidissement 
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Le Iatroscan® peƌŵet d͛effeĐtueƌ siŵultaŶĠŵeŶt ϭϬ ƌĠpĠtioŶs iŶdĠpeŶdaŶtes suƌ uŶ 

ĠĐhaŶtilloŶ. Il est d͛autƌe paƌt possiďle de ƋuaŶtifieƌ chaque classe de lipides polaires. Après 

une migration dans le mélange de solvants apolaires (hexane, diéthyl éther, acide formique), 

les chromarods subissent un brulage partiel pour éliminer les lipides neutres qui ont migrés. 

Les rods sont introduits à nouveau dans un mélange de solvants polaires permettant la 

migration des lipides polaires (Phosphatidylcholine (PC), phosphatidylétanolamine (PE), 

phosphatidǇlsĠƌiŶe ;PSͿ, phosphatidǇliŶositol ;PIͿ…Ϳ. 

La dĠteĐtioŶ s͛effeĐtue à l͛aide d͛uŶ dĠteĐteuƌ à ioŶisatioŶ de flaŵŵe ;fluǆ d͛aiƌ ;ϮϬϬ 

ŵL/ŵiŶͿ et d͛hǇdƌogğŶe ;ϭϲϬ mL/min) avec une vitesse de brûlage de 30 s/rod). 

3.3.3 Séparation des différentes fractions lipidiques sur colonne de silice  

Les différentes fractions lipidiques sont séparées sur colonne de silice en fonction de leurs 

affinités par rapport aux solvants d'élution utilisés (Sautot et al., 2011). La silice (60 Å) est 

aĐtiǀĠe peŶdaŶt ϯϬ ŵiŶ à l'Ġtuǀe aǀaŶt d͛ġtƌe iŶtƌoduite daŶs uŶe ĐoloŶŶe en verre (50 cm 

de longueur, 3 cm de diamètre). La colonne est remplie de silice préalablement mise en 

suspension daŶs le pƌeŵieƌ ĠluaŶt; heǆaŶe/diĠthǇl Ġtheƌ ;ϴϬ : ϮϬͿ. L͛eǆĐğs de solvant est 

élué en veillant à ce que la colonne ne sèche pas. Un échantillon de 5 g de lipides est 

solubilisé dans un mélange chloroforme/méthanol (2 : 1) puis déposé au-dessus de la 

colonne de silice. La première fraction, composée de lipides neutres (LN) est récupérée avec 

100 mL d'hexane/diéthyl éther (80 : 20). Les glycolipides (GL) sont ensuite élués avec 100 mL 

d'acétone, et enfin les phospholipides (PL) sont récupérés par gradient de 

chloroforme/méthanol (2:1/ 1:1 / 0:1). Les solvants sont ensuite ĠliŵiŶĠs à l͛aide de 

l͛Ġǀapoƌateuƌ ƌotatif sous ǀide à ϱϬ°C. Le ǀide est ĐassĠ à l'azote pouƌ Ġǀiteƌ l'oǆǇdatioŶ des 

échantillons. Les différentes fractions sont ensuite analysées par CPG. 

3.3.4 IŶdiĐe d͛aĐide ;NF EN ISO, 660, 1999) 

L͛iŶdiĐe d͛aĐide (IA) est le Ŷoŵďƌe de ŵilligƌaŵŵes d͛hǇdƌoǆǇde de potassiuŵ ;KOH) 

ŶĠĐessaiƌes pouƌ Ŷeutƌaliseƌ l͛aĐiditĠ liďƌe d͛uŶ gƌaŵŵe de ŵatiğƌe gƌasse. Il doŶŶe uŶe 

ĠǀaluatioŶ de la ƋuaŶtitĠ d͛aĐides gƌas liďƌes contenu dans la matière grasse. Dans un 

erlenmeyer de 150 ml, on ajoute ϱϬ ŵl d͛ĠthaŶol et quelques gouttes de phénolphtaléine (1 

g/LͿ. Le ŵĠlaŶge est ĐhauffĠ daŶs uŶ ďaiŶ d͛eau à ϲϬ°C. On titre ensuite avec KOH (0,5 N) 

jusƋu͛à oďteŶiƌ uŶe coloration rose. On intƌoduit ϱ g d͛huile daŶs uŶe solutioŶ d͛ĠthaŶol 

neutralisé, on titre sous agitation magnétique avec KOH (0,5 N) jusƋu͛à Đe Ƌue le ŵĠlaŶge 
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devienne rose. Un essai à blanc est effectué sans huile. L͛iŶdiĐe d͛aĐide se dĠteƌŵiŶe Đoŵŵe 

suit :                        

V0 : Volume de KOH versé pour titrer le blanc (mL) 
V : Volume de KOH nécessaire à la neutralisation des acides gras libres (mL) 
N : Normalité de KOH  
M : Masse de l͛ĠĐhaŶtilloŶ 

 

A paƌtiƌ de l͛iŶdiĐe d͛aĐide, Ŷous pouǀoŶs ĐalĐuleƌ l͛aĐiditĠ Ƌui ƌepƌĠseŶte le pouƌĐeŶtage 

d͛aĐides gƌas liďƌes eǆpƌiŵĠ eŶ pouƌĐeŶtage d͛aĐide olĠiƋue ;ŵasse molaire 282 g).                                                         

 

3.3.5 Indice de peroxyde (AOAC, norme 965.33, 1997) 

L͛iŶdiĐe de peƌoǆǇde (IP) ĐoƌƌespoŶd à la ƋuaŶtitĠ d͛oǆǇgğŶe aĐtif du peƌoǆǇde ĐoŶteŶu daŶs 

1 kg de matière grasse. Il s͛agit d͛uŶe ƌĠaĐtioŶ eŶtƌe uŶe solutioŶ d͛ioduƌe de potassiuŵ et la 

matière grasse dissoute dans le chloroforme, l͛iode liďĠƌĠ eŶ ŵilieu aĐide sera titré par une 

solution de thiosulfate de sodium. 

Un mélange acide acétique - chloroforme (3-2, v/v ; 30 mL) est additionné à un échantillon 

de 1 à 5 g afin de solubiliser la matière grasse. On ajoute 0,5 mL d͛uŶe solutioŶ de KI satuƌĠe 

(1 g/mL d͛eau distillée). Après agitatioŶ ;ϭ ŵiŶͿ et ƌepos à l͛aďƌi de la luŵiğƌe, 30 mL d͛eau 

distillée sont ajoutés ainsi que quelques gouttes d͛eŵpois d͛aŵidoŶ. L͛iode liďĠƌĠ est titƌĠ 

sous agitation (vigoureuse) avec la solution de thiosulfate de sodium 0,02 N. Un essai à blanc 

est effectué sans matière grasse. Le résultat est exprimé comme suit :                         

V0 : Volume de thiosulfate de sodium versé pour titrer le blanc (mL) 
V : Volume de thiosulfate de sodium nécessaire à la neutralisation des acides gras libres (mL) 
N : Normalité de thiosulfate de sodium  
M : Masse de l͛ĠĐhaŶtilloŶ 
 

3.3.6 Indice de saponification (AOAC, norme 920.160, 1997) 

L'indice de saponification représente la masse de KOH en mg nécessaire pour neutraliser en 

premier lieu l'acidité libre et saponifier à chaud les esters de 1 g de lipide. 

L'indice de saponification (IS) est un indicateur de la quantité d'acides gras totaux contenus 

dans une huile. Dans un erlenmeyer, 50 mL de KOH (40 g/L d'éthanol) sont additionnés à 1-5 
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g de matière grasse portée à ébullition pendant 30 min. Parallèlement, un test témoin est 

effectué en titrant 50 mL de KOH par HCl 0,5 N en présence de phénolphtaléine. Une fois 

refroidis, les échantillons de matière grasse portés à ébullition sont titrés par HCl après avoir 

rajouté de la phénolphtaléine. L'indice de saponification est calculé selon l'équation 

suivante :                          

V0 : Volume de HCl versé pour titrer le blanc (mL) 
V : Volume de HCl nécessaire au dosage du KOH restant (mL) 
N : Normalité de HCl  
M : Masse de l͛ĠĐhaŶtilloŶ 
 

3.3.7 Régiodistribution  

Nous avons déterminé la nature des acides gras positionnés en sn-1 et en sn-2 au niveau de 

deux classes de phospholipides ; PC et PE de la lécithine de saumon (Salmo salar). Cette 

étude a été menée en comparaison avec les PC et PE du Krill (Euphausia superba). 

3.3.7.1 Purification des lipides polaires 

La lĠĐithiŶe ŵaƌiŶe pƌoǀieŶt de l͛hǇdƌolǇse eŶzǇŵatiƋue des tġtes de sauŵoŶ suiǀie d͛uŶe 

purification en utilisant la méthode de Folch et al. (1957). L͛huile de Krill provient de 

Đapsules d͛uŶ ĐoŵplĠŵeŶt aliŵeŶtaiƌe ǀeŶdu eŶ phaƌŵaĐie ;OĠŵiŶe Krill, NKO) (Figure 3:2). 

Les lipides polaiƌes soŶt puƌifiĠs, à paƌtiƌ des ĠĐhaŶtilloŶs de lĠĐithiŶe de sauŵoŶ et d͛huile 

de Krill, sur une colonne de silice selon la méthode détaillée dans le paragraphe (1.3.5 

Séparation des différentes fractions lipidiques sur couche de silice) (Sautot et al., 2011). 

 

Figure 3:2 Photo de colonnes de silice permettant de séparer les classes lipidiques 
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3.3.7.2 Séparation des PC/PE par chromatographie sur couche mince (CCM) 

Les deux classes lipidiques (PC et PE) ont été séparées à partir des lipides polaires en utilisant 

une plaque de silice (20 cm × 20 cm × 2 mm ; Silicagel 60, Merck, Allemagne), préalablement 

activée. La CCM est une technique de séparation unidimensionnelle et semi-préparative, 

peƌŵettaŶt de sĠpaƌeƌ et de ƌĠĐupĠƌeƌ les phospholipides eŶ utilisaŶt des solǀaŶts d͛ĠlutioŶ 

spécifiques. Dans notre cas, nous allons séparer et récupérer les différents lipides polaires en 

utilisaŶt uŶ solǀaŶt d͛ĠlutioŶ polaiƌe ;Đhloƌofoƌŵe, ŵĠthaŶol et aŵŵoŶiaƋue ; 65 : 35 : 5 ; 

v/v/v). 

Les phospholipides récupérés à partir de la purification sur colonne de silice (100 mg), sont 

préalablement dissous dans un mélange de chloroforme/méthanol (2/1 ; v/v). Ils sont 

eŶsuite dĠposĠs, à l͛aide d͛uŶe ŵiĐƌo-seƌiŶgue, sous uŶ fluǆ d͛azote suƌ la plaƋue de siliĐe. 

Après migration, la plaque de silice est séchée sous azote et les différentes fractions de 

phospholipides sĠpaƌĠes soŶt ƌĠǀĠlĠes à l͛aide de la Ϯ,ϳ diĐhloƌofluoƌesĐĠiŶe, pƌĠpaƌĠe daŶs 

uŶe solutioŶ d͛ĠthaŶol ;Ϭ,ϱ%Ϳ, sous uŶe laŵpe UV ;ϮϳϬ nm). Les fractions PC et PE ont été 

ideŶtifiĠes à l͛aide des standards suivants : 

- Phosphatidyléthanolamine de cerveau caprin (Sigma) 

- PhosphatidǇlĐholiŶe de jauŶe d͛œuf (Sigma) 

La silice correspondant aux bandes identifiées comme PC et PE est grattée et lavée 3 fois par 

10 mL d͛un mélange de solvants chloroforme/méthanol (2 :1, v/v). Après une centrifugation 

à 2500 g pendant 15 min, oŶ ƌĠuŶit les fƌaĐtioŶs oƌgaŶiƋues Ƌue l͛oŶ Ġǀapoƌe sous azote 

pour récupérer les deux phospholipides (PC et PE). 

3.3.7.3 Réaction enzymatique 

La régiodistribution des acides gras estérifiés sur les phospholipides, isolés préalablement 

par CCM est déterminée en utilisant la phospholipase A2 (Naja Mossambica), en accord avec 

le pƌotoĐole Ġtaďli paƌ l͛ĠƋuipe de Yoshida et ses collaborateurs (Yoshida et al., 2001; 

Yoshida et al., 2009a; Yoshida et al., 2009b). Après avoir récupéré les phospholipides séparés 

par CCM dans un erlenmeyer à vis de 20 mL, on évapore le chloroforme/méthanol (2:1 v/v) 

sous azote. Un aliquot de 3 à 7 mg de phospholipide (PC ou PE) est suspendu dans 0,5 mL de 

tampon phosphate (0,2 M ; pH = 7,5) contenant 0,01 M de CaCl2. A cette suspension, 5 mg 

de phospholipase A2 et 10 mL de diéthyl éther sont rajoutés. Le milieu réactionnel est incubé 

à 28°C pendant 8h sous agitation (350 rpm) et sous azote. La réaction enzymatique est 
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quasi-complète (98%) apƌğs Đette duƌĠe d͛iŶĐuďatioŶ. Ceci a été vérifié par des expériences 

préliminaires effectuées sur des standards de phospholipides (1-palmitoyl-2-oleoyl L-3-

phosphatidylcholine) (Yoshida et al., 2001). Une fois la réaction terminée, le diéthyl éther est 

évaporé sous azote puis l͛ĠĐhaŶtilloŶ est resolubilisé dans du chloroforme/méthanol (2:1 

v/v) sous azote. 

3.3.7.3.1 Chromatographie sur couche mince 

L͛ĠĐhaŶtilloŶ est eŶsuite dĠposĠ suƌ CCM pouƌ sĠpaƌeƌ les fƌaĐtioŶs d͛aĐides gƌas liďƌes et de 

lǇsophospholipides. L͛aĐide doĐosaheǆaĠŶoïƋue ;DHA ; sigma) libre est utilisé en tant que 

staŶdaƌd pouƌ ƌĠĐupĠƌeƌ la ďaŶde d͛aĐides gƌas libres. On fait migrer les fractions lipidiques 

sur la CCM dans un mélange de chloroforme/méthanol/eau distillée (65:25:4 v/v/v). Après 

migration, la plaque de silice est séchée sous azote et les deux fractions séparées sont 

ƌĠǀĠlĠes à l͛aide de la Ϯ,ϳ diĐhloƌofluoƌesĐĠiŶe, pƌĠpaƌĠe daŶs uŶe solutioŶ d͛ĠthaŶol ;Ϭ,ϱ%Ϳ, 

sous une lampe UV (270 nm). Les bandes de silice correspondant aux acides gras libres et 

aux lysophospholipides sont grattées dans des falcons puis lavées avec du 

chloroforme/méthanol (2:1 v/v) deux fois puis une fois aǀeĐ de l͛heǆaŶe/diĠthǇl Ġtheƌ (80:20 

v/v). Après chaque lavage, la silice est centrifugée (15 minutes à 2500 g) pour récupérer le 

surnageant qui est ensuite évaporé à l͛aide d͛uŶ évaporateur rotatif. Les échantillons sont 

finalemeŶt ƌepƌis, à paƌtiƌ des ďalloŶs, daŶs des tuďes à ǀis pouƌ l͛aŶalǇse des aĐides gƌas 

dans un petit volume de chloroforme/méthanol (2:1 v/v) qui sera évaporé par la suite sous 

fluǆ d͛azote. 

Les acides gras ont été analysés par la méthode de Morrison & Smith (Morrison and Smith, 

1964) (Voir le paragraphe 1.3.1.1). 

3.3.7.4 Analyse par LC-MS 

3.3.7.4.1 Conditions chromatographiques 

Le système HPLC Surveyor a été utilisé. Les phospholipides (PC/PE) sont séparés sur une 

colonne LiChrospher® 100 Diol, 250 X 2.0 mm (5 µm) (Merck, Germany) selon la méthode 

décrite par Hvattum et ses collaborateurs (Hvattum et al., 2000). La phase mobile utilisée 

pour la séparation des différentes fractions de phospholipides est constituée de chloroforme 

(phase mobile A) et de méthanol avec 0,1% (v/v) d͛aĐide foƌŵiƋue, d͛ammoniaque 

(peƌŵettaŶt d͛ajusteƌ le pH à ϱ,ϯ env. 0,05% v/v) et 0,05% (v/v) de triéthylamine (phase 
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mobile B). La séparation a été effectuée en utilisant un gradient des deux phases mobiles à 

différents pourcentages : 

- 95% phase mobile A et 5% phase mobile B (11 min) 

- 70% phase mobile A et 30% phase mobile B (3 min) 

- 20% phase mobile A et 80% phase mobile B (4 min) 

- 95% phase mobile A et 5% phase mobile B (7 min) 

Le débit est fixé à 0,2 mL/min et la température dans la colonne à 30°C. 

3.3.7.4.2 Spectrométrie de masse  

Le système HPLC-MS est ĐoŶstituĠ d͛uŶe ĐhaiŶe LC SuƌǀeǇoƌ et d͛un spectromètre de masse 

à trappe ionique linéaire LTQ-MS (Thermo Electron Corporation, USA). L͛ioŶisatioŶ est 

réalisée en mode électrospray ESI négatif. La température du capillaire MS est réglée à 

230°C ; un voltage de -5 kV est appliƋuĠ suƌ l͛aiguille de la soŶde. Les débits de gaz source 

sheath, auxilliary et sweep sont réglés respectivement à 40, 5, 5 (unité arbitraire). Le voltage 

du capillaire était fixé à -36 V et celui du tube lens à -132 V.  

Les données sont traitées avec le logiciel Xcalibur (version 2.1). La fragmentation des 

espğĐes est ƌĠalisĠe paƌ appliĐatioŶ, daŶs la tƌappe, d͛uŶe énergie de collision normalise de 

35%.  

Le réglage MS a été optimisé en utilisant des composés standards en solution. Le Full 

scan présente la distribution de masses entre 500 et 2000 m/z. 

3.3.8 Suivi de l͛oǆǇdatioŶ des lipides totauǆ paƌ speĐtƌosĐopie iŶfƌaƌouge 

La spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier (FTIR) est uŶe ŵĠthode d͛aŶalǇse 

rapide et fiaďle, peƌŵettaŶt de ĐaƌaĐtĠƌiseƌ les diffĠƌeŶts ĠĐhaŶtilloŶs d͛huiles eŶ doŶŶaŶt 

des iŶfoƌŵatioŶs d͛uŶe paƌt, suƌ la stƌuĐtuƌe et les gƌoupeŵeŶts foŶĐtioŶŶels des lipides et 

d͛autƌe paƌt suƌ la pƌĠseŶĐe ĠǀeŶtuelle d͛iŵpuƌetĠs (Shahidi and Wanasundara, 2002). Cette 

technique repose, en effet, sur le principe de mesure des vibrations des liaisons moléculaires 

qui résultent de l͛eǆpositioŶ de l͛ĠĐhaŶtilloŶ à uŶ ƌaǇoŶŶeŵeŶt ĠleĐtƌomagnétique 

infrarouge. EŶ tƌaǀeƌsaŶt l͛ĠĐhaŶtilloŶ, le faisĐeau ĐoŶduit à uŶe ĠloŶgatioŶ ou à uŶe 

déformation des molécules qui se traduisent par un phénomène de vibration. Lorsque la 

fƌĠƋueŶĐe d͛osĐillatioŶ d͛uŶe liaisoŶ atoŵiƋue est Ġgale à Đelle de l͛oŶde Ġŵise à paƌtiƌ de la 

source, les liaisons moléculaires absorbent cette énergie ce qui conduit à l͛appaƌitioŶ de 

bandes spectrales. Ainsi les différentes bandes ou épaulemeŶts d͛uŶ speĐtƌe iŶfƌaƌouge 

d͛huiles aliŵeŶtaiƌes oŶt ĠtĠ ideŶtifiĠs et classés (Tableau 3:3). 
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Tableau 3:3 Fréquences des bandes (b) ou des épaulements (e) dans un spectre infra-rouge d͛uŶe 
huile alimentaire, aveĐ le gƌoupe foŶĐtioŶŶel, le ŵode de viďƌatioŶ et l͛iŶteŶsitĠ (Guillén and Cabo, 

1997) 

Numéro 
Fréquence 

(cm-1) 
Groupe fonctionnel Mode de vibration Intensité 

1 3468 (b) –C=O (ester) Harmonique Faible 
2 3025 (e) =C–H (trans-) Elongation Très faible 
3 3006 (b) =C–H (cis-) Elongation Moyenne 
4 2953 (e) –C–H (CH3) Elongation (antisymétrique) Moyenne 
5 2924 (b) –C–H (CH2) Elongation (antisymétrique) Très forte 
6 2853 (b) –C–H (CH2) Elongation (symétrique) Très forte 
7 2730 (b) –C=O (ester) Résonance Fermi Très faible 
8 2677 (b) –C=O (ester) Résonance Fermi Très faible 
9 1746 (b) –C=O (ester) Elongation Très forte 

10 1711 (e) –C=O (acid) Elongation Très faible 
11 1654 (b) –C=C– (cis-) Elongation Très faible 
12 1648 (b) –C=C– (cis-) Elongation Très faible 
13 1465 (b) –C–H (CH2, CH3) Déformation (cisaillement) Moyenne 
14 1418 (b) =C–H (cis-) Déformation (rotation plane) Faible 
15 1400 (b)  Déformation Faible 
16 1377 (b) –C–H (CH3) Déformation (symétrique) Moyenne 
17 1319 (b,e)  Déformation Très faible 
18 1238 (b) –C–O, –CH2– Elongation, déformation Moyenne 
19 1163 (b) –C–O, –CH2– Elongation, déformation Forte 
20 1118 (b) –C–O Elongation Moyenne 
21 1097 (b) –C–O Elongation Moyenne 
22 1033 (e) –C–O Elongation Très faible 
23 968 (b) –HC=CH– (trans-) Déformation hors du plan Faible 
24 914 (b) –HC=CH– (trans-) Déformation hors du plan Très faible 
25 723 (b) –(CH2)n–,–HC=CH–(cis-) Déformation (rotation plane) Moyenne 

 

Une quantité de 40 µL des différents échantillons est déposée à température ambiante dans 

une cellule optique, A537-L11 ATR (Réflexion Totale Atténuée), du spectromètre Tensor 27 

mid-FTI‘ Bƌükeƌ ;Bƌükeƌ, Kaƌlsƌuhe, AlleŵagŶeͿ Ƌui est ĠƋuipĠ d͛uŶ dĠteĐteuƌ de tǇpe DTGS 

(Mercure-Cadmium-Tellure, Bruker, Karlsruhe, Allemagne). Pour chaque mesure, 256 scans 

oŶt ĠtĠ effeĐtuĠs à la fois pouƌ la ƌĠfĠƌeŶĐe Ƌui est l͛aiƌ et l͛ĠĐhaŶtilloŶ. Le spectre obtenu 

varie entre 4000 et 700 cm-1 avec une résolution spectrale de 2 cm-1. Le diaphragme est réglé 

à 4 mm et la vitesse de balayage à 10 kHz. 

Le CO2 atŵosphĠƌiƋue iŶflueŶĐe paƌfois l͛alluƌe du speĐtƌe, daŶs Đe Đas, oŶ effeĐtue uŶe 

ĐoƌƌeĐtioŶ Ƌui peƌŵet d͛igŶoƌeƌ la pƌĠseŶĐe de CO2. Le traitement ultérieur des résultats 

obtenus est effectué par le logiciel OPUS (Brüker, Wissembourg, France). 

3.4 Analyse physicochimique de la partie peptidique 

Après extraction de la partie lipidique avec la méthode de Folch et al., (1957), la partie 

peptidique est donc récupérée puis séchée sous hotte aspirante pendant une nuit afin 
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d͛ĠliŵiŶeƌ les ƌĠsidus de solǀaŶt. Les peptides sont ensuite caractérisés par différentes 

techniques physicochimiques. 

3.4.1 Détermination de la distribution de taille des peptides 

La distƌiďutioŶ de taille des peptides de l͛hǇdƌolǇsat protéique des têtes de saumon est 

déterminée par diffusion statique de la lumière en utilisant un granulomètre Malvern 

Masteƌsiseƌ S ;MalǀeƌŶ IŶstƌuŵeŶts Ltd, UKͿ. L͛appaƌeil Đoŵpoƌte uŶ laseƌ de tǇpe He/Ne 

(Puissance = 5 mW ; LoŶgueuƌ d͛oŶde = ϲϯϮ,ϴ nm). Le pƌiŶĐipe de l͛appaƌeil est de dĠfiŶiƌ la 

taille des paƌtiĐules eŶ se ďasaŶt suƌ l͛iŶteŶsitĠ luŵiŶeuse diffusĠe paƌ les paƌtiĐules et 

récupérée par 42 photodiodes localisées à différents angles. 

Plus la taille de la particule est grande, plus la lumière dĠǀiĠe est iŵpoƌtaŶte et plus l͛aŶgle 

de déviation est petit. Les ƌĠsultats soŶt aŶalǇsĠs à l͛aide du logiĐiel d͛aĐƋuisitioŶ et de 

traitement Malvern (Sizer Sv2.17). L͛ĠĐhaŶtilloŶ est soluďilisĠ daŶs l͛eau ultƌa puƌe à ƌaisoŶ 

de 0,5%. La répartition de la taille est mesurée en fonction de la distribution volumique des 

particules. 

3.4.2 Détermination de la taille des peptides en SDS-PAGE 

Nous aǀoŶs utilisĠ l͛ĠleĐtƌophoƌğse de pƌotĠiŶes eŶ taŵpoŶ tƌiĐiŶe daŶs le ďut de 

déterminer le poids moléculaire des peptides constituant le CPLP selon le protocole décrit 

par Schägger (2006). Le Tris HcL (1 M, pH = 8,45) et le Tris Tricine (1 M, pH = 8,25) ont été 

utilisés pour la préparation des différents tampons. Les gels de concentration et de 

séparation à ϰϬ% d͛aĐƌǇlaŵide soŶt pƌĠpaƌĠs et ĐoulĠs sur les plaques en verre. Le champ 

électrique appliqué est de 30 V ƋuaŶd l͛ĠĐhaŶtilloŶ est daŶs le gel de ĐoŶĐeŶtƌatioŶ, ϭϵϬ V 

ƋuaŶd l͛ĠĐhaŶtilloŶ atteiŶt le gel de sĠpaƌatioŶ et ϮϯϬ V en fin de migration (Schägger, 

2006). 

Le CPLP est pƌĠpaƌĠ à Ϭ,ϱ% daŶs l͛eau distillĠe, puis ĐeŶtƌifugĠ peŶdaŶt ϱ min à 10 000 rpm. 

10 µL de surnageant de CPLP sont mélangés avec 10 µL de tampon de dénaturation. Le 

mélange est chauffé à ϵϴ°C peŶdaŶt ϭϬ ŵiŶ. l͛ĠĐhaŶtilloŶ est dĠposĠ eŶtƌe ϭϬ et Ϯϱ µL selon 

la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ de l͛ĠĐhaŶtilloŶ eŶ pƌotĠiŶe. Nous avons testé 4 lots différents de CPLP (Lot 

190110, Lot 2006, Lot 9173 et un Lot de 2007). Pour la révélation des bandes, les gels sont 

placés 15 min dans le tampon de fixation (250 ŵL d͛isopƌopaŶol, ϭϬϬ ŵL d͛aĐide aĐĠtiƋue et 

650 ŵL d͛eauͿ, jusƋu͛à palissement du bleu de bromophénol et ensuite dans le tampon de 

coloration (100 ŵL d͛aĐide aĐĠtiƋue, ϵϬϬ ŵL d͛eau et ϲϬ mg de bleu de Coomassie) pendant 
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une nuit. Les gels sont décolorés dans une solution contenant 100 ŵL d͛aĐide aĐĠtiƋue et 

900 ŵL d͛eau. 

3.4.3 Dosage des acides aminés 

Les acides aminés du CPLP ont été déterminés par chromatographie liquide à haute 

performance (HPLC) en phase iŶǀeƌse ĠƋuipĠe d͛uŶe ĐoloŶŶe de tǇpe PTC ‘P-18 de longueur 

22 cm, et 2,1 mm de diamètre interne (Applied Biosystems, Applera Corp, Fosters City, CA, 

USA). UŶ ĠĐhaŶtilloŶ d͛hǇdƌolǇsat peptidiƋue ;Ϭ,ϴ g/LͿ a ĠtĠ soluďilisĠ daŶs de l͛eau osŵosĠe 

et filtrée sur un filtre Milipore (0,22 μŵͿ. Les échantillons sont hydrolysés sous vide à 150°C 

pendant 60 minutes dans une station Pico-Tag (Waters, Milford, MA, USA) en présence de 

HCl 6 N à ϭ% de phĠŶol. Ils soŶt eŶsuite ƌepƌis daŶs de l͛eau ultƌa puƌe et dĠƌiǀĠs 

autoŵatiƋueŵeŶt seloŶ la ŵĠthode d͛EdŵaŶ gƌâĐe à uŶ auto dérivatiseur-analyseur-420 a 

(Applied Biosystems, Applera Corp, Foster City, CA, USA). 

Les dĠƌiǀĠs d͛aĐides aŵiŶĠs sous foƌŵe de phĠŶǇl-isothiocyanates (PITC) sont séparés par un 

tampon A (acétate de sodium 45 mM à pH 5,9) et un tampon B (30% acétate de sodium 105 

ŵM, pH ϰ,ϲ ; ϳϬ% aĐĠtoŶitƌileͿ sous gƌadieŶt d͛ĠlutioŶ. La dĠteĐtioŶ est fiǆĠe à Ϯϱϰ Ŷŵ et la 

duƌĠe totale de l͛aŶalǇse est de ϯϭ ŵiŶutes. L͛aĐƋuisitioŶ et l͛eǆploitatioŶ des ƌĠsultats soŶt 

réalisées en utilisant le logiciel Model 600 Data Analysis System (Applied Biosystems, 

Applera Corp, Foster City, CA, USA). Cette analyse a été réalisée dans le laboratoire Sciences 

et TeĐhŶiƋues BiologiƋues de l͛uŶiǀeƌsitĠ HeŶƌi PoiŶĐaƌĠ. 

 

3.4.4 Protéomique : AnalǇse de l͛hǇdƌolǇsat peptidiƋue de sauŵoŶ paƌ ŶaŶo-LC-LTQ-

Orbitrap-XL 

Les analyses de protéomique ont été réalisées en partenariat avec le laboratoire Innova 

Protéomic. 

3.4.4.1 Préparation de l'échantillon  

Une fraction du lyophilisat (10 mg) est reprise par 1 mL d'eau ultrapure (milliQ, Millipore). 

Après une incubation de 15 min à température ambiante et sous agitation (vortex), 

l'échantillon est centrifugé à 15000 g pendant 10 min à température ambiante. Un culot 

important est présent. La concentration en peptide/protéine du surnageant est estimée par 

dosage BCA (Bicinchoninic Assay, Sigma-Aldricht). L'échantillon est conservé à 4°C. 
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3.4.4.2 Spectrométrie de masse et analyse des données  

L'échantillon peptidique est analysé par nanoLC-LTQ-Orbitrap-XL : nanoLC Ultimate 3000 

(Dionex) couplée à un spectromètre de masse hybride LTQ-Orbitrap-XL (Thermo Scientific). 

L'analyse des données brutes est effectuée sur le logiciel Proteome Discoverer 1.2 (Thermo 

Scientific) et les moteurs de recherche : Mascot (version 2.2.07, Matrix Sciences) et Peaks 

Studio (version 4.5, BSI).  

3.4.4.2.1 Méthode de séparation par nanoLC  

Appareil utilisé : nanoLC Ultimate 3000 (Dionex)  

Pré-colonne : C18 PepMap300, 5 µm, 300 Å / 300 µm i.d. x 5 mm  

Colonne : C18 PepMap100, 3 µm, 100 Å / 75 µm i.d. x 150 mm  

Gradient : Solvant A : eau / acide formique (100/0,05 ; v/v) / Solvant B : acétonitrile / acide 

formique (100/0,05 ; v/v)  

Etape 1 : 0 – 60 min : 2% - 25% de B   

Etape 2 : 60 – 85 min : 25% - 50% de B  

Etape 3 : 85 – 105 min : 50% - 90% de B  

Etape 4 : 105 – 120 min : 90% de B   

Etape 5 : 120 – 127 min : 90% - 2% de B 

Etape 6 : 127 – 140 min : 2% de B  

Débit : 250 nL/min ; Température : 30°C  

Détection UV : 214 nm  

Voluŵe d͛ĠĐhaŶtilloŶ iŶjeĐtĠ : ϭϬ µL  

3.4.4.2.2 Méthode d'analyse LC-MS/MS  

L'acquisition des spectres de masse avec le système Orbitrap est effectué avec la résolution 

de 60000 (à la masse 400 m/z). Les dix peptides (au maximum) les plus intenses sont 

automatiquement sélectionnés pour une analyse en parallèle par CID (MS/MS, Collision-

Induced Dissociation) dans la trappe d'ions linéaire (LTQ). L'ionisation de type Electrospray 

(ESI) est réalisée avec une tension de 1,5 kV dans la source nanoelectrospray (couplage 

direct nanoLC/trappe d'ion). La température du tube de transfert d'ions est réglée à 200°C. 

Un scan MS dans l'Orbitrap nécessite l'accumulation de 1000000 ions tandis que les scans 

MS et MS/MS dans la trappe LTQ nécessite l'accumulation de 10000 ions. Le seuil de 

déclenchement de la fragmentation MS/MS (LTQ) est fixé à 2000 (délai d'activation de 30 
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ms), afin d'éviter une fragmentation trop précoce au cours de l'élution des peptides. Les 

peptides sélectionnés sont exclus de manière dynamique durant 60 s avec une tolérance de 

masse de ± 10 ppm. Le temps d'analyse maximal est fixé à 500 ms et 300 ms pour 

respectivement les scans MS et MS/MS. Dans la première analyse (injection 35_01_01), les 

précurseurs monochargés sont rejetés et la gamme de masse prise en charge s'établit à 300-

2000 m/z. Dans la deuxième analyse (injection 35_01_02), les précurseurs monochargés ne 

sont pas rejetés et la gamme de masse prise en charge s'établit à 100-2000 m/z.  

3.4.4.2.3 Méthode de traitement des données et liste d'exclusion  

Le logiciel Proteome Discoverer (version 1.2.0.208, Thermo Scientific) permet d'exporter les 

données brutes (format raw) en format exploitable par les moteurs de recherche Mascot et 

Peaks Studio (format mgf).  

1ère analyse : Elle est dédiée à l'identification de protéines (gamme de masse des précurseurs 

: 350-10000 m/z).  

2ème analyse : Elle est dédiée à la caractérisation qualitative de l'échantillon (gamme de 

masse des précurseurs : 100-10000 m/z). 

Les logiciels Mascot et Peaks Studio oŶt ĠtĠ utilisĠs pouƌ l͛ideŶtifiĐatioŶ des pƌotĠiŶes à 

partir des séquences peptidiques retenues. 

 

3.5 Etude de l͛effet du CPLP et de ses composants lipidiques et peptidiques sur 

l͛aŶǆiĠtĠ et le statut oǆǇdant des neurones 

3.5.1 Objectifs et planification des manipulations 

L͛oďjeĐtif de Đette Ġtude est d͛Ġǀalueƌ eŶ pƌeŵieƌ lieu l͛effet aŶǆiolǇtiƋue du CPLP et de ses 

différentes fractions lipidiques et peptidiques suƌ le ŵodğle aŶiŵal, souƌis ;Ŷ = ϭϬͿ. Il s͛agit 

eŶ seĐoŶd lieu d͛Ġǀalueƌ le statut oǆǇdatif des ŶeuƌoŶes ;in vitro) chez les mêmes souris 

aliŵeŶtĠes. L͛Ġtude in vivo est basée sur la réalisation de tests comportementaux à J0, J7 et 

Jϭϰ. UŶ test diffĠƌeŶt est ƌĠalisĠ à JϬ, Jϳ et Jϭϰ pouƌ Ġǀalueƌ l͛effet du tƌaiteŵeŶt suƌ l͛aŶǆiĠtĠ 

et ĐeĐi afiŶ d͛Ġǀiteƌ tout phĠŶoŵğŶe d͛accoutumance de l͛aŶiŵal, Ƌui ƌisƋueƌait de ďiaiseƌ 

les résultats. Durant cette période de 14 jours les animaux sont gavés quotidiennement 

selon le régime de gavage qui leur est associé. En effet, 14 jours de traitements chez la souris 

ĐoƌƌespoŶdeŶt à ϯ à ϲ ŵois de tƌaiteŵeŶt Đhez l͛hoŵŵe. L͛Ġtude in vitro se réalise en deux 

temps ; l͛ĠǀaluatioŶ du Ŷiǀeau oǆǇdatif eŶdogène des neurones chez les souris témoins et 
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traitées. En second temps, les neurones sont exposés à un stress oxydant croissant causé par 

additioŶ de peƌoǆǇde d͛hǇdƌogğŶe ;H2O2Ϳ ĐoŶsidĠƌĠ Đoŵŵe uŶ ŶeuƌotoǆiƋue. L͛ajout d͛uŶe 

concentration croissante de ce deƌŶieƌ peƌŵet d͛Ġǀalueƌ à la fois, la ĐapaĐitĠ de ƌĠsistaŶĐe 

des Đellules et la pƌĠseŶĐe ou ŶoŶ d͛uŶe ĐǇtopƌoteĐtioŶ appoƌtĠe paƌ les diffĠƌeŶts 

traitements. 

Les traitements sont effectués à deux doses différentes afin de mettre en évidence un effet-

dose dépendant du traitement. 

3.5.2 Les différentes doses 

Le choix de la dose de CPLP à administrer a été déterminé par des études cliniques ayant 

précédé la mise en production du Vectomega®. Cette dose est celle à partir de laquelle des 

effets significatifs sur la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ, la ŵĠŵoiƌe, le soŵŵeil, le toŶus et l͛iŵpulsiǀitĠ oŶt 

été observés. Ainsi nous avons testé deux doses différentes:  

Dose 1 : la dose simple (10 mg/kg/Jr), celle prescrite dans le cadre de l͛utilisatioŶ du 

Vectomega®. 

Dose 2 : le double de la dose pƌesĐƌite, dose à laƋuelle l͛Ġtude ĠpidĠŵiologiƋue, à l͛oƌigiŶe 

du pƌojet, a ŵoŶtƌĠ des effets suƌ l͛aŶǆiĠtĠ, les sǇŵptôŵes des peƌsoŶŶes atteiŶtes d͛hǇpeƌ 

activité (TDAH) et de tremblements (MP).   

Calcul des deux doses :  

Dose 1 : Le calcul de la dose administrée se base sur sa consommation journalière de CPLP 

par une personne de poids moyen (60 kg). Ainsi, 10 mg/kg/Jr représentent l͛ĠƋuiǀaleŶt de 

123 mg/kg chez la souris. Cette dose est calculée à paƌtiƌ d͛uŶ coefficient de 12,3 (Food and 

Drug Administration, 2005) soit 600 x 12,3 = 7380 mg/60 kg de souris soit 123 mg/kg de 

souƌis. Le ǀoluŵe d͛adŵiŶistƌatioŶ par kilo de souris est de 10 mL. De manière générale, les 

souris pèsent 40 g, de ce fait il leur sera administré en moyenne 0,4 ml de solution. Ainsi la 

solution de gavage de CPLP sera composée de 123mg de CPLP/kg/10 mL d͛eau distillĠe, la 

solution de gavage de lipides, constitutifs à 70% du CPLP, sera composée de 36,9 mg de 

lipides/kg/10 ml d͛eau distillĠe. La solutioŶ de gaǀage d͛hǇdƌolǇsat, ĐoŶstitutif à 30% du CPLP 

sera composée de ϴϲ,ϭ ŵg de lipides/kg/ϭϬ ŵL d͛eau distillĠe. 

Dose 2 : Les calculs sont identiques, nous avons doublé les doses des trois solutions, soit : 

Ϯϰϲ ŵg de CPLP/kg/ϭϬ ŵL d͛eau distillĠe, ϳϯ,ϴ ŵg de lipides/kg/ϭϬ ŵL d͛eau distillĠe et 

ϭϳϮ,Ϯ ŵg d͛hǇdƌolǇsat/kg/ϭϬ ŵL d͛eau distillĠe. 
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3.5.3 Les différents régimes de traitement 

Le but des manipulations étant de mettre en évidence la fraction du CPLP qui aurait un effet 

anxiolytique. Les souris sont alimentées avec différents régimes :  

Régime 1 : phase lipidique (contenant 80% de phospholipides et 20% de triacylglycérols) 

Régime 2 : hydrolysat peptidique (protéines, peptides et acides aminés) 

Régime 3 : le complexe phospholipopeptidique 

Régime 4 : le témoin eau (phase continue de tous les régimes) 

Les régimes 1, 2 et 3 seront solubilisés (pour les régimes 2 et 3) ou émulsionnés par 

sonication (2 min à 40 KHz : 1s marche, 1s arrêt) (régime 1) dans une phase continue 

aqueuse. 

3.5.4 Animaux et conditions d͛hĠďeƌgeŵeŶt 

Les souris utilisées pour réaliser ces manipulations sont des souris Swiss Albinos mâles de 

souche OF1, âgées de 9 semaines à la réception. Le choix du sexe des souris utilisées se 

justifie paƌ l͛aďseŶĐe de ĐǇĐles hoƌŵoŶauǆ Ƌui pouƌƌaieŶt ďiaiseƌ les ƌĠsultats de l͛Ġtude suƌ 

l͛aŶǆiĠtĠ. Elles pƌoǀieŶŶeŶt du ĐeŶtƌe d͛Ġleǀage fƌaŶçais Chaƌles ‘iǀeƌ. Les souƌis soŶt 

placées dès réception dans des cages standard individuelles, la péƌiode d͛aĐĐliŵatatioŶ duƌe 

uŶe seŵaiŶe. DuƌaŶt Đette pĠƌiode, les souƌis oŶt uŶ aĐĐğs liďƌe à l͛eau et à la Ŷouƌƌituƌe. 

PeŶdaŶt toute la duƌĠe des ŵaŶipulatioŶs l͛aŶiŵaleƌie est gaƌdĠe à teŵpĠƌatuƌe ĐoŶstaŶte 

(22 ± 2°C) et exposée à un cycle de lumière/obscurité de 12h/12h (Figure 3:3). Les tests ont 

lieu daŶs uŶe piğĐe d͛eǆpĠƌiŵeŶtatioŶ et soŶt eŶ aĐĐoƌd aǀeĐ les diƌeĐtiǀes du CoŶseil de la 

Communauté Européenne du 24 novembre 1986 (86/809/EEC). 
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Bras fermés 

 

Figure 3:3 Hébergement des souris dans l'animalerie 

3.5.5 Etudes comportementales 

3.5.5.1 Le labyrinthe en croix surélevé 

Ce test présente un caractère contraignant et anxiogène, imposé à la souƌis Ƌui Ŷe peut s͛Ǉ 

soustƌaiƌe. OŶ iŶduit uŶe eǆploƌatioŶ foƌĐĠe daŶs laƋuelle l͛aŶiŵal ǀa eǆpĠƌiŵeŶteƌ des 

ĐoŵpoƌteŵeŶts d͛aŶǆiĠtĠ liĠs à la ŶouǀeautĠ du ŵilieu et à la pƌĠseŶĐe du ǀide (Belzung and 

Le Pape, 1994; Lister, 1990). Les molécules utilisées dans ce test peuvent conduire soit à une 

aggƌaǀatioŶ du ĐoŵpoƌteŵeŶt d͛aŶǆiĠtĠ, Đe Ƌui ŵet en évidence un caractère anxiogène du 

tƌaiteŵeŶt, soit uŶe ƌĠduĐtioŶ ǀoiƌ uŶe iŶhiďitioŶ des ĐoŵpoƌteŵeŶts d͛aŶǆiĠtĠ, Đe Ƌui 

traduit un caractère anxiolytique du traitement. 

3.5.5.1.1 Dispositif expérimental 

Le labyrinthe est fabriqué en PVC noir (Figure 3:4). Il est élevé à une hauteur de 50 cm et 

comprend deux bras « ouverts » (30 x 5 cm) et deux bras « fermés » (30 x 5 x 15 cm), les bras 

de même type se faisant face et étant tous reliés par une plateforme centrale (5 x 5 cm). 

 

 

Figure 3:4 Photo du labyrinthe en croix 

 

Bras ouverts 
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3.5.5.1.2 Protocole expérimental 

Ce test est ƌĠalisĠ à JϬ. L͛aŶiŵal est plaĐĠ suƌ la plateforme centrale, la tête dirigée vers les 

bras fermés. On compte: 

- Le Ŷoŵďƌe total d͛eŶtƌĠes daŶs les ďƌas ouǀeƌts ;ŵilieu aŶǆiogğŶeͿ  

- Le Ŷoŵďƌe total d͛eŶtƌĠes daŶs les ďƌas feƌŵĠs ;ŵilieu sĠĐuƌisaŶtͿ  

- Le temps de latence qui représente la durée au ďout de laƋuelle l͛aŶiŵal eŶtƌe pouƌ 

la première fois dans les bras ouverts 

- Le temps cumulé passé dans les bras ouverts pendant 3 minutes.  

Les ƌĠsultats soŶt eǆpƌiŵĠs eŶ Ŷoŵďƌe d͛eŶtƌĠes daŶs les ďƌas feƌŵĠs, eŶ teŵps de 

lateŶĐe, eŶ pouƌĐeŶtage d͛eŶtƌĠe dans les bras ouverts et en pourcentage de temps 

passĠ daŶs les ďƌas ouǀeƌts. UŶe eŶtƌĠe est ĐoŵptĠe ƋuaŶd les ϰ pattes de l͛aŶiŵal oŶt 

franchi le seuil du bras. A J14 le gavage sera effectué une heure avant la réalisation du 

test. 

Plus le temps de latence et le nombre de tentatives sont élevés, plus la souris est anxieuse. 

IŶǀeƌseŵeŶt, plus le pouƌĐeŶtage de teŵps ĐuŵulĠ passĠ et le pouƌĐeŶtage d͛eŶtƌĠe daŶs 

les bras ouverts sont élevés, moins les souris sont anxieuses. Le Ŷoŵďƌe d͛eŶtƌĠes daŶs les 

bras ferŵĠs est uŶ iŶdiĐateuƌ seĐoŶdaiƌe de l͛aĐtiǀitĠ loĐoŵotƌiĐe. 

3.5.5.2 La planche à trous 

Le test de la plaŶĐhe à tƌous peƌŵet d͛Ġǀalueƌ le poteŶtiel aŶǆiolǇtiƋue d͛uŶe ŵolĠĐule à 

l͛aide de ses zoŶes aŶǆiogğŶes Ƌui soŶt la pƌĠseŶĐe d͛uŶ ŵilieu iŶĐoŶŶu, l͛aďseŶĐe de parois 

et la hauteur de la planche (Van Gaalen and Steckler, 2000). L͛aŶǆiĠtĠ est iŶǀeƌseŵeŶt 

proportionnelle aux nombres de trous explorés. Toutefois une étude de Bilkei-Gorzo & 

Gyertyan (1996) pƌĠĐise Ƌue Đette ƌelatioŶ Ŷ͛est ǀalaďle Ƌue daŶs le Đas d͛uŶ ĠĐlaiƌage 

ŵodĠƌĠ. DaŶs le Đas d͛uŶ ĠĐlaiƌage iŵpoƌtaŶt l͛eǆploƌatioŶ des tƌous ne représente plus la 

ĐapaĐitĠ eǆploƌatƌiĐe de l͛aŶiŵal ŵais uŶ ŵoǇeŶ d͛ĠĐhappeƌ au ŵilieu aǀeƌsif auƋuel il est 

confronté (Bilkei-Gorzo and Gyertyan, 1996).  

3.5.5.2.1 Dispositif expérimental 

Le test est constitué d'une planche en bois carrée de 45 x 45 cm, percée de 16 trous de 3 cm 

de diamètre (Figure 3:5). Cette planche est maintenue à 1 m dessus du sol et le test est 

réalisé sous lumière rouge de faible intensité. 



Matériels et méthodes 

128 
 

 
 

Figure 3:5 Test de la planche à trous (hole board test) 

 

3.5.5.2.2 Protocole expérimental 

Le test dure 3 min en totalité. La souris est placée au centre de la planche et le 

comportement explorateur naturel de la souris est évalué en comptant le nombre de trous 

explorés, le temps passé dans la zone périphérique, médium et centrale. Un trou est dit 

« exploré » lorsque les deux Ǉeuǆ de l͛aŶiŵal Ŷe soŶt plus ǀisiďles. 

3.5.5.3 La chambre clair/obscure 

Le test de la chambre clair/obscure est un test classique de comportement basé sur la 

teŶdaŶĐe Ŷatuƌelle des souƌis à fuiƌ uŶe eǆpositioŶ à la luŵiğƌe et à s͛ĠĐhappeƌ d͛uŶ 

environnement nouveau loƌsƋu͛il Ǉ est iŶtƌoduit de foƌĐe (Misslin et al., 1989). 

3.5.5.3.1 Dispositif expérimental 

La chambre claire/obscure (CCO) est composée de deux compartiments, un clair (CC) et un 

obscur (CO) (ratio de surface 3/2), divisé en 15 carrés de 9 x 9 cm (Figure 3:6). Le CO (27 x 18 

x 29 cm) est éclairé par une lumière faible rouge (80 - 90 lux) et divisé en six carrés. Le CC (27 

x 27 x 29 cm) est éclairé par une lumière blanche (390-400 lux) et divisé en neuf carrés. Les 

deux compartiments sont reliés par une porte de 7 cm sur 7 cm. Le test a été mené en 

accord avec les directives du Conseil de la Communauté Européenne du 24 novembre 1986 

(86/809/EEC). 
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Figure 3:6 Photo de la chambre claire/obscure 

 

3.5.5.3.2 Protocole expérimental 

Ce test est ƌĠalisĠ à Jϭϰ. L͛aŶiŵal est plaĐĠ, tout d͛aďoƌd, daŶs le ĐoŵpaƌtiŵeŶt ĠĐlaiƌĠ, la 

tête orientée vers la porte en direction du compartiment sombre pendant 3 minutes. Le 

temps cumulé passé dans le compartiment clair, le nomďƌe d͛eŶtƌĠes daŶs le ĐoŵpaƌtiŵeŶt 

clair et le temps de latence sont enregistrés après sa première entrée dans le compartiment 

sombre. Plus le temps de latence et le nombre de tentatives sont élevés, plus la souris est 

anxieuse. Inversement, plus le pourcentage de temps cumulé passé et le pourcentage 

d͛eŶtƌĠe daŶs la Đhaŵďƌe Đlaiƌe soŶt ĠleǀĠs, ŵoiŶs les souƌis soŶt aŶǆieuses.  

3.5.5.4 L͛OpeŶfield 

Les effets d͛uŶe suďstaŶĐe suƌ l͛aŶǆiĠtĠ de l͛aŶiŵal soŶt ǀalidĠs et ĐoŶsidĠƌĠs Đoŵŵe 

anxiolytiques s͛ils Ŷe pƌoduiseŶt pas de ŵodifiĐatioŶ de l͛aĐtiǀitĠ ŵotƌiĐe gĠŶĠƌale (Wang et 

al., 2007b). Le test de l͛Openfield peut évaluer toutes modifications de la motricité des 

souris. Ce test est basé sur la tendance naturelle des animaux à explorer et à adopter une 

positioŶ pƌĠǀeŶtiǀe faĐe à d͛ĠǀeŶtuels daŶgeƌs. L͛aŶiŵal a doŶĐ teŶdaŶĐe à passeƌ plus de 

temps le long des parois avec lesquelles il reste en contact par le biais de ses vibrisses. 

3.5.5.4.1 Dispositif expérimental 

L͛Openfield est un espace cirĐulaiƌe ĐoŶstituĠ d͛uŶ plateau ďlaŶĐ ƋuadƌillĠ de ϯϲ Đases 

dĠliŵitaŶt uŶe zoŶe pĠƌiphĠƌiƋue, ŵĠdiuŵ et ĐeŶtƌale et d͛uŶe paƌoi ĐiƌĐulaiƌe Ŷoiƌe Ƌui 

ĐaĐhe l͛oďseƌǀateuƌ de la ǀue de l͛aŶiŵal. L͛ĠĐlaiƌage est hoŵogğŶe eŶ tout poiŶt de 

l͛Openfield (Figure 3:7). 

Chambre 

obscure 

Chambre 

claire 
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Figure 3:7 Le dispositif de l͛OpeŶfield 

 

3.5.5.4.2 Protocole expérimental 

L͛aŶiŵal est plaĐĠ eŶ pĠƌiphĠƌie, la tġte ǀeƌs la paƌoi, il peut eǆploƌeƌ liďƌeŵeŶt l͛espaĐe 

circulaire. Le nombre de redressements et le nombre total de cases parcourues (zone 

périphérique, médium et centrale (Figure 3:8) sont évalués pendant 5 minutes.  

 

Figure 3:8 PositioŶs de la souƌis daŶs diffĠƌeŶtes zoŶes du dispositif de l͛OpeŶfield 

 

Après chacun des tests décrits ci-dessus, le dispositif est ŶettoǇĠ aǀeĐ uŶe solutioŶ d͛ĠthaŶol 

(10%) pour éliminer toutes traces de passage des animaux précédents. 

AfiŶ d͛Ġǀalueƌ le poteŶtiel aŶǆiolǇtiƋue des diffĠƌeŶtes fƌaĐtioŶs, des souƌis ;Ŷ=ϯͿ gaǀĠes 

avec du valium (anxiolytique de référence) ont été confrontées aux mêmes tests. Leur 

comportement sera comparé à celui des autres souris traitées afin de valider ou non le 

ĐaƌaĐtğƌe aŶǆiolǇtiƋue de l͛uŶ des ƌĠgiŵes. 

3.5.6 EvaluatioŶ de l͛effet du CPLP sur le statut oxydatif des neurones par cytométrie en 

flux  

3.5.6.1 Principe de la cytométrie en flux 

La ĐǇtoŵĠtƌie eŶ fluǆ est uŶe teĐhŶiƋue Ƌui peƌŵet d͛Ġtudieƌ ĐeƌtaiŶes ĐaƌaĐtĠƌistiƋues de 

particules isolées (cellules, bactéries, noyaux, mitochondries, chloroplastes, chromosomes, 

Zone centrale Zone medium Zone périphérique 
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etĐ…Ϳ. Les Đellules soŶt iŶjeĐtĠes, apƌğs sĠpaƌatioŶ, au ĐeŶtƌe d͛uŶe ǀeiŶe liƋuide 

iŶdĠpeŶdaŶte et adopteŶt uŶe positioŶ eŶ file iŶdieŶŶe. Le fluǆ toŵďe à l͛aiƌ liďƌe et 

rencontre un faisceau laser à 488 nm qui irradie toutes les cellules à raison de 1000 cellules 

par seconde. Lors de leur irradiation les cellules diffusent une partie de la lumière reçue et 

ĠŵetteŶt uŶe ou plusieuƌs luŵiğƌes de fluoƌesĐeŶĐe seloŶ les soŶdes fluoƌesĐeŶtes Ƌu͛elles 

portent. Les signaux lumineux captés après passage sur filtres optiques sont convertis en 

signaux numériques et mémorisés dans un ordinateur en termes de données individuelles. Il 

peƌŵet le gƌoupeŵeŶt eŶ sous populatioŶ hoŵogğŶe des Đellules à paƌtiƌ d͛uŶe populatioŶ 

hétérogène en quantifiant la taille (par le biais de la lumière réfléchie), la granulosité (par le 

ďiais de la luŵiğƌe ƌĠfƌaĐtĠeͿ et l͛iŶteŶsitĠ de fluoƌesĐeŶĐe. ChaƋue Đellule est ĐaƌaĐtĠƌisĠe 

par un point selon les valeurs obtenues de SSC (granulosité) et de FSC (taille), rapportées 

dans un graphique afin de dégager les différentes sous-populations de cellules détectées 

(Figure 3:9).  

 

Figure 3:9 Image de réponses cellulaires obtenues à partir du spectromètre en flux  

 

3.5.6.2  Evaluation du statut oxydant des neurones 

La ĐǇtofluoƌoŵğtƌie peƌŵet d͛aŶalǇseƌ la fluoƌesĐeŶĐe Ƌu͛Ġŵet ĐhaƋue Đellule iƌƌadiĠe eŶ 

cytométrie de flux. Cette fluorescence est utilisée comme quantificateur proportionnel des 

espğĐes ƌĠaĐtiǀes d͛oǆǇgğŶe ;‘OSͿ pƌĠseŶtes daŶs les Đellules aŶalǇsĠes et peƌŵet d͛Ġǀalueƌ 

leuƌ l͛Ġtat oǆǇdatif.  

La sonde DCFH-DA (2'-7' diacetate dichlorofluoresceine) est une molécule non polaire 

traversant les membranes cellulaires, qui a été utilisée dans cette étude pour évaluer le 

statut oxydatif des neurones.  

Neurones  

Débris cellulaires  
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Une fois dans le cytosol, le DCFH-DA est hydrolysé par une estérase en DCFH 

(dichlorofluorescéine), qui est une molécule polaire et non fluorescente (Figure 3:10). Etant 

oxydé par les ROS intracellulaires en DCF (2'-7' dichlorofluorescéine), le DCFH libère une 

substance fortement fluoƌesĐeŶte. La ĐǇtoŵĠtƌie de fluǆ Ŷous peƌŵet doŶĐ d͛Ġǀalueƌ la 

fluorescence émise à 530 nm par les neurones suite à l͛eǆĐitatioŶ ;ϰϴϴ ŶŵͿ et ainsi estimer la 

teneur en ROS.  

 

Figure 3:10 Représentation schématique d͛uŶe Đellule et des réactions intracellulaires conduisant à 
l͛oǆǇdatioŶ de DCFH eŶ DCF, ĐoŵposĠ Ġŵetteuƌ de fluoƌesĐeŶĐe 

 

3.5.6.3 EvaluatioŶ de l͛aĐtivitĠ ĐǇtopƌoteĐtƌiĐe et aŶtioxydante du CPLP et de ses 

différentes fractions 

Le peƌoǆǇde d͛hǇdƌogğŶe ;H2O2) a été choisi pour induire le stress oxydant dans un milieu 

eǆtƌaĐellulaiƌe. Pouƌ Ġǀalueƌ l͛aĐtiǀitĠ ĐǇtopƌoteĐtƌiĐe et aŶtioǆǇdaŶte des diffĠƌeŶts pƌoduits 

de gavage, le statut redox intracellulaire des neurones de souris témoins (sans H2O2) a été 

comparé avec des neurones mis en contact avec du H2O2 provenant également de souris 

témoin et de souris ayant reçues les différents traitements. Les neurones sans stress oxydant 

permetteŶt d͛Ġǀalueƌ le Ŷiǀeau eŶdogğŶe des ‘OS pƌĠseŶts ŶatuƌelleŵeŶt daŶs les Đellules. 

Les neurones témoins avec stress oxydant peƌŵetteŶt, à leuƌ touƌ, d͛Ġǀalueƌ l͛augŵeŶtatioŶ 

des ROS induite par du H2O2. Les neurones de souris traitées puis soumis au stress oxydant 

par du H2O2 ĐoŶduiseŶt à l͛ĠǀaluatioŶ du poteŶtiel ĐǇtopƌoteĐteuƌ du tƌaiteŵeŶt ǀis-à-vis de 

l͛attaƋue pƌo-oxydante des ROS induites par le H2O2.  

DCFH-DA      DCFH 

          + 

      Laser à 488 nm    ROS 

DCF * 

Estérase 
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3.5.6.3.1 PƌotoĐole de l’ĠvaluatioŶ ĐǇtopƌoteĐtƌiĐe du CPLP et de ses fƌaĐtioŶs face à 

l’iŶduĐtioŶ d’uŶ stress oxydant 

3.5.6.3.1.1 Extraction du cerveau et des neurones 

Une fois les tests comportementaux effectués à J14, la souris est anesthésiée avec de 

l͛halothaŶe puis saĐƌifiĠe paƌ dĠĐapitatioŶ. Le Đeƌǀeau est eǆtƌait apƌğs ouǀeƌtuƌe de la ďoite 

crânienne et dégagement des structures solides. Il est ensuite introduit dans un eppendorf 

contenant 0,5 ŵL de taŵpoŶ PBS. UŶ potteƌ ;ďƌoǇeuƌ ŵaŶuelͿ aǇaŶt la foƌŵe de l͛eppeŶdoƌf 

est utilisé pour une déstructuration grossière et préliminaire du cerveau (Figure 3:11). Afin 

de dissocier les cellules neuronales (cellules gliales et neurones) du tissu conjonctif, 0,2% de 

collagénase est eŶsuite ajoutĠ, l͛eppeŶdoƌf est iŶĐuďĠ à teŵpĠƌatuƌe aŵďiante pendant 30 

min.  

 

Figure 3:11 Extraction du cerveau et dissociation des cellules du tissus conjonctif 

 

Après digestion, le surnageant contenant la collagénase est éliminé. Le tampon est ajouté 

avant étape de filtƌatioŶ suƌ ŵiĐƌofiltƌe ;Ø ϯϬ μŵͿ. Le filtƌat est laǀĠ deuǆ fois aǀeĐ Ϯ ml du 

tampon (1x PBS + EDTA 2mM + 0.5% BSA) par deux centrifugations successives.  

Le Đulot oďteŶu est eŶsuite ƌeŵis eŶ suspeŶsioŶ daŶs ϴϬ μl de taŵpoŶ, ϮϬ μl de ŵiĐƌoďilles 

CD90.2 y sont ajoutées. Ces microbilles métalliques (Miltenyi Biotech) possèdent en surface 

des aŶtiĐoƌps ŵoŶoĐloŶauǆ spĠĐifiƋues d͛uŶ tǇpe de Đellules ;les ŶeuƌoŶes daŶs Ŷotƌe ĐasͿ. 

L͛eŶseŵďle est iŶĐuďĠ à ϰ-8°C pendant 15 minutes. Durant cette période, dite de 

labellisation (ou marquage), les neurones se fixent spécifiquement aux microbilles. La 

solution est ensuite lavée avec du tampon, par deux centrifugations successives, et remise 

eŶ suspeŶsioŶ daŶs ϱϬϬ μl de taŵpoŶ.  
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La séparation magnétique des cellules est effectuée selon la procédure MINIMACS MS 

colonne : la solution passe à travers une colonne (préalablement humidifiée par passage de 

ϱϬϬ μl de taŵpoŶͿ souŵise à uŶ Đhaŵp ŵagŶĠtiƋue et ĐoŶteŶaŶt elle-même des billes 

magnétiques. Les microbilles et les neurones sont retenus dans la colonne tandis que les 

cellules gliales passent à travers. Les neurones sont éluées, après interruption du champ 

ŵagŶĠtiƋue, paƌ appliĐatioŶ d͛uŶe pƌessioŶ ŵaŶuelle à l͛aide d͛uŶ poussoiƌ. 

3.5.6.3.1.2 Cytométrie en flux 

Une fois les neurones purifiés, ils sont lavés deux fois avec 1 ml de tampon par deux 

ĐeŶtƌifugatioŶs suĐĐessiǀes. ϱ μl de la sonde DCFH-DA et 1 ml de tampon sont ajoutés au 

Đulot oďteŶu apƌğs ĐeŶtƌifugatioŶ. Les eppeŶdoƌfs soŶt iŶĐuďĠs à l͛Ġtuǀe à ϯϳ°C pendant 15 

min. En fonction de la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ dĠsiƌĠe, ϱ μl de H2O2 sont ajoutés dans les différentes 

solutions qui sont incubées une deuxième fois à 37°C pendant 15 min. La solution est 

finalement introduite dans le cytomètre (FACScan, Becton Dickinson). 

3.5.7 Analyses statistiques 

Les données sont représentées par leur moyenne ± ESM ou médiane (IQR). Toutes les 

analyses statistiques ont été réalisées grâce au logiciel Statview 4.5 et le seuil de 

significativité est fixé à p<0,05. L͛aŶalǇse des statistiƋues paƌamétriques a été menée par 

analyse de la variance (ANOVA) suivi du test PLSD de Fisher lorsque le nombre de groupes 

ĐoŵpaƌĠs est supĠƌieuƌ à deuǆ. L͛aŶalǇse statistiƋue ŶoŶ paƌaŵĠtƌiƋue a ĠtĠ ƌĠalisĠe paƌ le 

test de Kruskal-Wallis suivi du test Mann-Whitney. 

 

3.6 FoƌŵulatioŶ d͛uŶ ĐoŵplĠŵeŶt aliŵeŶtaiƌe à ďase de CoeŶzǇŵe Q10 

3.6.1 Etude de la solubilité du CoQ10 daŶs l͛huile de sauŵoŶ 

Le test de solubilité a été effectué à 37°C. Un excès de CoQ10 est ajouté à 1 ŵL d͛huile sous 

agitation (500 rpm) pendant 24h à 37°C (Nepal et al., 2010; Thanatuksorn, 2009). Le 

mélange est ensuite centrifugé à 2000 g pendant 5 min pour précipiter le CoQ10 non 

solubilisé. 5 µL de surnageant sont dilués dans 25 ŵL d͛heǆaŶe, la deŶsité optique est 

relevée à 270 nm et 37°C en utilisant un spectrophotomètre UV-Visible (UV-1605 Shimadzu). 

Un aliquot de 5 µL d͛huile de sauŵoŶ diluĠe daŶs l͛heǆaŶe est utilisé comme blanc. Le 

maximum de solubilité de CoQ10 est calculé à la fois en utilisant une gamme étalon et le 

coeffiĐieŶt d͛eǆtiŶĐtioŶ ŵolaiƌe (ε = 13,368 mol/L/cm).  
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3.6.2 Préparation des différentes formulations contenant le CoQ10 

L͛ĠŵulsioŶ pƌĠpaƌĠe ĐoŶtieŶt ϯϬ% de phase huileuse et ϳϬ% d͛eau. DaŶs les ϯϬ% de la phase 

huileuse, oŶ ƌetƌouǀe ϳ% de lĠĐithiŶe de sauŵoŶ et Ϯϯ% d͛huile de sauŵoŶ aiŶsi Ƌue ϱϰϱ,ϱ 

mg de CoQ10. Les composés sont mélangés à une température de 55°C. Après avoir été bien 

ǀoƌteǆĠe, l͛ĠŵulsioŶ est ŵise sous agitatioŶ peŶdaŶt Ϯh. La taille des gouttelettes 

d͛ĠŵulsioŶ est diŵiŶuĠe paƌ soŶiĐatioŶ peŶdaŶt Ϯ ŵiŶ ;ϭs ŵaƌĐhe, ϭs aƌƌġt à ϰϬ KHzͿ. La 

procédure de sonication est réalisée sous azote, dans un bain de la glace pour éviter 

ƌespeĐtiǀeŵeŶt l͛oǆǇdatioŶ et le ƌĠĐhauffeŵeŶt de l͛ĠŵulsioŶ. Les émulsions sont ensuite 

homogénéisées à haute pression (Emulsiflex-C3-Sodexim S.A, France-1500 bars/5 cycles). La 

foƌŵulatioŶ huileuse est ĐoŵposĠe des ŵġŵes pƌopoƌtioŶs d͛huile de sauŵoŶ, de lécithine 

et de CoQ10 Ƌue l͛ĠŵulsioŶ saŶs ƌajout d͛eau distillĠe. La formulation Pharma Nord 

(Formulation à 6% de CoQ10 dissout daŶs l͛huile de soja ;ϯϬ ŵg/ Ϭ,ϱ g) est utilisée en tant 

que témoin (Fu et al., 2009). Nous avons également préparé deux produits témoins ; la 

formulation huileuse sans CoQ10 et de l͛eau distillĠe.  

3.6.3 Taille des particules, mobilité électrophorétique et indice de polydispersité 

Pouƌ ƌĠaliseƌ Đes ŵesuƌes, l͛ĠĐhaŶtilloŶ a ĠtĠ diluĠ ϭ : 2000 fois sous faible agitation (5 min) 

pouƌ Ŷe pas dĠstƌuĐtuƌeƌ les gouttelettes lipidiƋues. CepeŶdaŶt l͛ĠĐhaŶtilloŶ doit ġtƌe à 

température ambiante puisque les mesures sont effectuées à 25°C. Les indiĐes d͛aďsoƌptioŶ 

et de réfraction sont fixés respectivement à 0,01 et 1,471 (Belhaj et al., 2010). 

3.6.3.1 Mesure de la distribution de tailles 

La taille des gouttelettes des émulsions correspondant au diamètre moyen des nano-

émulsions est mesurée par la diffusion dynamique de la lumière (angle de diffusion de 173°) 

à l͛aide du )etasizeƌ NaŶo )S ;HPPS ϱϬϬϭ, MalǀeƌŶ IŶstƌuŵeŶts, AŶgleteƌƌeͿ. Cet appaƌeil 

permet de mesurer une gamme de taille ǀaƌiaŶt de Ϭ,ϲ Ŷŵ à ϲ µŵ. Il est ĠƋuipĠ d͛uŶ 

faisceau laser de type He/Ne (puissance 4 mW) avec une loŶgueuƌ d͛oŶde de ϲϯϯ Ŷŵ, d͛uŶ 

dĠteĐteuƌ photodiode à aǀalaŶĐhe, d͛uŶ photoŵultipliĐateuƌ et d͛uŶ ĐoƌƌĠlateuƌ. 

3.6.3.2 Mobilité électrophorétique  

Les mesures de mobilité électrophorétique des particules ont été réalisées grâce au même 

appareillage (Zetasizer naŶo )SͿ. L͛appaƌeil appliƋue uŶ Đhaŵp ĠleĐtƌiƋue eŶtƌe les deuǆ 

électrodes de la cellule de mesure (Electrophorèse Laser Doppler (ELD)) ce qui provoque une 

ŵigƌatioŶ des paƌtiĐules ǀeƌs l͛uŶe des ĠleĐtƌodes eŶ foŶĐtioŶ de leuƌs Đhaƌges. La ǀitesse 
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des partiĐules est aiŶsi ĠǀaluĠe paƌ ŵesuƌe de fluĐtuatioŶ Đe Ƌui peƌŵet d͛oďteŶiƌ la ŵoďilitĠ 

électrophorétique en appliquant la théorie de Smoluchowski modifiée par Henry (Hunter, 

1986) seloŶ l͛ĠƋuatioŶ :             

ν : Vitesse des particules (µm.s-1) 
E : Champ électrique appliqué par unité de longueur (V.cm-1)  
µE : Mobilité électrophorétique (µm.cm.s-1.V-1) 
 

3.6.3.3 Indice de polydispersité 

L͛iŶdiĐe de polǇdispeƌsitĠ peƌŵet de ĐoŶŶaîtƌe le tauǆ de polǇdispeƌsitĠ et paƌ ĐoŶsĠƋueŶt 

l͛hoŵogĠŶĠitĠ des paƌtiĐules. Il est dĠfiŶi Đoŵŵe le ƌappoƌt de l͛ĠĐaƌt tǇpe suƌ le diaŵğtƌe 

moyen. Plus l͛iŶdiĐe de polǇdispeƌsitĠ est proche de 0, plus la solution est monodisperse. 

3.6.4 Microscopie électronique à transmission (MET) 

Les manipulations ont été effectuées au Service Commun de Microscopie Electronique de 

l͛UŶiǀeƌsitĠ HeŶƌi PoiŶĐaƌĠ de NaŶĐǇ. Les émulsions ont été observées avec un microscope 

électronique à transmission de type Philips CM20 à 200 kV, les images ont été enregistrées à 

l͛aide de la ĐaŵĠƌa OlǇŵpus TEM CCD. L͛ĠĐhaŶtilloŶ est pƌĠpaƌĠ seloŶ le pƌotoĐole de Colas 

et al. (2007). BƌiğǀeŵeŶt, l͛ĠĐhaŶtilloŶ est diluĠ au diǆiğŵe aǀeĐ de l͛eau distillĠe pouƌ 

diminuer la concentration en gouttelettes lipidiques. Un volume « v » d͛uŶe solutioŶ de 

ŵolǇďdate d͛aŵŵoŶiuŵ ;Ϯ%Ϳ est ajoutĠ à uŶ ŵġŵe ǀoluŵe d͛ĠŵulsioŶ diluĠe pouƌ 

augmenter le contraste de la phase aqueuse. Après 3 min de repos à température ambiante, 

la solutioŶ est dĠposĠe suƌ la gƌille. Apƌğs ϱ ŵiŶ de ĐoŶtaĐt aǀeĐ la gƌille, l͛eǆĐğs de solutioŶ 

est enlevé avec du papier absorbant aǀaŶt d͛eǆaŵiŶeƌ la gƌille au microscope (Colas et al., 

2007).  

3.6.5 Mesure de la stabilité des émulsions  

La stabilité des émulsions est déterminée en mesurant la taille et la mobilité 

électrophorétique des émulsions stockées à température ambiante. La température de 

stoĐkage est dĠfiŶie de telle soƌte Ƌue l͛oŶ soit au-dessus de la température de cristallisation 

du CoQ10 pour éviter son relargage à partir des gouttelettes lipidiques (Balakrishnan et al., 

2009).  
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3.6.6 Biodisponibilité du CoQ10 in vivo  

3.6.6.1 Modèle animal (rats Wistar) 

Les expérimentations animales ont été effectuées dans le but de comparer la 

biodisponibilité du CoQ10 en fonction des différentes formulations de vectorisation. Cette 

étude a été réalisée en collaboration avec Mme Isabelle LARTAUD et Mr François DUPUIS du 

Laboratoire de Pharmacologie Cardiovasculaire à la Faculté de Pharmacie de Nancy. 

3.6.6.1.1 Animaux et opération 

Les expérimentations ont été réalisées sur des rats males âgés de 3 mois et pesant 400 g en 

moyenne (Wistars ; Rj/Han: Wi; Janvier, Le Genest-Saint-Isles, France). Les animaux sont 

maintenus à une température de 22°C, exposés à 12h de lumière par jour et ont libre accès à 

l͛eau ;AƋua-clear®, Culligan, Northbrook, USA) aiŶsi Ƌu͛auǆ croquettes (standard rat chow, 

A04, Safe, Villemoison-Epinay sur Orge, France). Toutes les expérimentations ont été 

effectuées en accord avec les directives de la communauté européenne (86/609/CEE) du 

bien-être animal (permit n° 54-5 (IL), 54-105 (FD)).  

Les ƌats oŶt ĠtĠ ĐathĠtĠƌisĠs au Ŷiǀeau de l͛aoƌte aďdoŵiŶale ǀia l͛aƌtğƌe fĠŵoƌale dƌoite. La 

canule en polyéthylène (0,58 mm ID, Merck Biotrol, Chenevières, France) a été introduite 

Đhez l͛aŶiŵal aŶesthĠsiĠ ;Ϯ% d͛isofluƌaŶe daŶs l͛oǆǇgğŶeͿ. La ĐaŶule est ensuite remplie 

d͛eau phǇsiologiƋue stĠƌile ;Ϭ,ϭϱ ŵol/L de NaClͿ, puis est passée sous la peau du dos 

jusƋu͛auǆ oŵoplates. Toutes les interventions chirurgicales ont été pratiquées dans des 

ĐoŶditioŶs aseptiƋues. L͛aŶiŵal est ŵaiŶteŶu à ϯϳ°C duƌaŶt toute la chirurgie avec un 

coussin chauffant (sonde ƌeĐtaleͿ. Apƌğs l͛opĠƌatioŶ, les ƌats soŶt plaĐĠs daŶs des Đages 

iŶdiǀiduelles et du paƌaĐĠtaŵol est ajoutĠ daŶs leuƌs ďiďeƌoŶs d͛eau ;ϭ ŵg.ŵL-1, i.e. 60 

mg.kg-1.jr-1Ϳ. Les aŶiŵauǆ se ƌĠtaďlisseŶt de l͛opĠƌation pendant 24h et sont privés de 

nourriture à la fin de la période de récupération pendant toute la nuit. 

3.6.6.1.2 Le protocole expérimental 

Le jouƌ suiǀaŶt l͛opĠƌatioŶ, les ĐaŶules soŶt puƌgĠes et ƌeŵplies aǀeĐ de l͛eau phǇsiologiƋue 

héparinée (5 IU·mL-1). Les rats sont randomisés en 5 groupes (n = 10/ groupe) afin de tester 

différentes émulsions et formulations huileuses (huile + lécithine) : Emulsion CoQ10, 

formulation huileuse CoQ10, Pharma Nord, témoin eau, témoin formulation huileuse de 

saumon. Les formulations sont administrées, en dose unique, à chaque groupe de rats par 
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voie orale à raison de 60 mg.kg-1 de CoQ10. Les doses de formulations témoins administrées 

sont égales à celles contenant le CoQ10. 

- Emulsion CoQ10 : 3,66 mL.kg-1 

- Formulation huileuse CoQ10 : 1 mL.kg-1 

- Pharma Nord : 1,2mL.Kg-1 

- Témoin eau : 5mL.kg-1 

- Témoin formulation huileuse: 1 mL.kg-1 

Les échantillons de sang (0,5 mL) ont été collectés à partir de la canule dans des eppendorfs 

hĠpaƌiŶĠs juste aǀaŶt le gaǀage oƌal et apƌğs ϭ, Ϯ, ϰ, ϲ, ϴ, ϭϮ, Ϯϰ et ϰϴh d͛adŵiŶistƌatioŶ. Les 

échantillons de sang sont ensuite immédiatement centrifugés pendant 10 min à 10 000 rpm 

et le plasma est récupéré et congelé rapidement à -80°C en attendant de quantifier la 

concentration de CoQ10 par spectrométrie de masse. 

Deux heures après le gavage, nous avons attribué à chaque rat trois croquettes. Durant les 

expériences, les animaux ont été surveillés afin de détecter les différents signes de 

souffƌaŶĐe tels Ƌu͛uŶe peƌte eǆĐessiǀe de poids, uŶe faiďle ŵoďilitĠ de la pate dƌoite, sigŶes 

d'hypoxie tissulaire. En cas de problème, les animaux sont sacrifiés avec une injection en 

intra péritonéale de pentobarbitone de sodium (250 mg.kg-1). 

3.6.6.2 Modèle animal (souris) 

L͛Ġtude de la ďiodispoŶiďilitĠ du CoQ10 a été effectuée en collaboration avec le Professeur 

Rachid SOULIMANI et Mr Fréderic DESOR du Laboratoire de Neurotoxicologie Alimentaire où 

les manipulations ont été effectuées. 

Les souris males de souche OF1 (30-35 g Janvier Le Genest-Saint-Isles, France) ont été 

acclimatées (22-25°C; 12h de cycle lumière/noir) pendant une semaine au sein du 

laďoƌatoiƌe. Nous aǀoŶs foƌŵĠ ϲ gƌoupes de Ϯϰ souƌis d͛uŶe façoŶ ƌaŶdoŵisĠe ;Ŷ = ϰͿ.  

Les formulations tests ont été administrées par voie orale (1000 mg/Kg), une souris a été 

sacrifiée par temps de prélèvement de sang. Des prélèvements de 300 µL de sang ont été 

effectués à T0 puis après 1, 2, 4, 8, 12 et 24h. Les tests sont effectués en accord avec les 

directives du Conseil de la Communauté Européenne du 24 novembre 1986 (86/809/EEC). 

Les échantillons de sang ont, ensuite, été immédiatement centrifugés pendant 10 min à 

 10 000 rpm et le plasma a été récupéré et congelé rapidement à -80°C en attendant de 

quantifier la concentration du CoQ10 par spectrométrie de masse. 
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3.6.6.2.1 Préparation des formulations administrées 

- Pharma Nord : 6% de CoQ10 dissout daŶs l͛huile de soja ;ϯϬ ŵg/ Ϭ,ϱ g). 

- Formulation huileuse + CoQ10 : 6% de CoQ10 dissout dans les lipides totaux (30 

mg/ 0,5 g). 

- Dispersion carboxymethyl cellulose + CoQ10 : 30 mg de CoQ10 / mL de dispersion 

(5% de carboxymethyl cellulose) 

- Emulsion CoQ10 : 30 mg de CoQ10 /ŵL d͛ĠŵulsioŶ, 40% de lipides totaux 

ϲϬ% d͛eau distillĠe 

- Témoin formulation huileuse : Lipides totaux 

- Témoin eau 

3.6.7 Quantification du CoQ10 dans le plasma  

La quantification LC-MS du CoQ10 a été effectuée par étalonnage interne selon la méthode 

décrite par Hansen et al., (2004). La gamme étalon contient des concentrations en 

CoQ10 allant de 5 à 50 ng/mL. Le CoQ9 (étalon interne) est ajouté à une concentration de 50 

ng/mL (Hansen et al., 2004). 

3.6.7.1 Mode opératoire  

Les solutions stocks utilisées pour ce dosage sont, la 1,4-benzoquinone dans du méthanol 

(0,4 mg.mL-1) et la solution de CoQ9 (standard interne) dans le 1-propanol (1 ng.µL-1). Les 

échantillons de plasma sont décongelés à température ambiante. Un mélange de 50 µL de 

1,4-benzoquinone et 50 µL de CoQ9 est additionné aux différents échantillons de plasma (50 

µL). Les eppendorfs sont vortexés et laissés au repos 15 min à température ambiante. Puis 1 

mL de 1-propanol est ajouté au mélange qui est ensuite vortexé vigoureusement pendant 

10s puis centrifugé à 10 000 rpm pendant 30 min. 1 mL de surnageant est récupéré dans un 

vial pour HPLC-MS et complété par 300 µL de méthanol pour obtenir la composition de la 

phase mobile. 

3.6.7.2 Conditions chromatographiques 

Le système HPLC-MS est ĐoŶstituĠ d͛uŶe ĐhaiŶe LC SuƌǀeǇoƌ et d͛un spectromètre de masse 

à trappe ionique linéaire LTQ-MS (Thermo Electron Corporation, USA). La phase mobile est 

constituée de 2-propanol/méthanol (1:4), le débit étant de 0,2 mL.min−ϭ. 

Le spectromètre de masse LTQ est ĠƋuipĠ d͛uŶe iŶteƌfaĐe d͛ioŶisatioŶ à pƌessioŶ 

atmosphérique opérant en mode APCI négatif (Ionisation Chimique à Pression 
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Atmosphérique). La température de vaporisation est de 350°C. La température du capillaire 

MS est de 200°C. Une décharge de -6 kV est appliƋuĠe suƌ l͛aiguille APCI. Les débits de gaz 

source sheath, auxilliary et sweep sont réglés respectivement à 25, 5, 0 (unité arbitraire). Le 

voltage du capillaire était fixé à -30 V et le tube lens à -148 V. Le CoQ10 et le CoQ9 ont été 

suivis en utilisant respectivement une SRM (single reaction monitoring) (863  848) et une 

SRM (795  780). Les données sont traitées avec le logiciel Xcalibur (version 2.1). 

3.6.8 Analyses statistiques 

Les ƌĠsultats soŶt ƌepƌĠseŶtĠs paƌ la ŵoǇeŶŶe et l͛ĠĐaƌt type à la moyenne (SEM). Les 

différences entre les groupes ont été déterminées en utilisant un test post-hoc de 

Bonferroni. Les différences significatives entre les paramètres pharmacocinétiques (aire sous 

la courbe (AUC), la concentration maximale (Cmax), le temps correspondant à la 

concentration maximale (Tmax) et le temps de demi vie (T1/2 ), ont été déterminés par une 

ANOVA à sens unique suivi du test post-hoc de Bonferroni. L'hypothèse nulle est rejetée à 

un niveau de probabilité de p<0,05. 

3.7 FoƌŵulatioŶ d͛uŶ ĐoŵplĠŵeŶt aliŵeŶtaiƌe à ďase de ĐuƌĐuŵiŶe 

3.7.1 Etude de la solubilité de la curcumine dans des huiles  

Un excès de curcumine est solubilisé dans 1 ŵL d͛huile sous agitation (500 tr/min) à 37°C 

pendant 24 h. Le mélange est ensuite centrifugé (2000 g) pendant 10 min pour précipiter la 

curcumine non solubilisée. 1 mL de surnageant est dilué dans 9 mL de méthanol, la densité 

optique est relevée à 425 nm à 37°C en utilisant un spectrophotomètre UV-Visible (UV-1605 

ShiŵadzuͿ. UŶe solutioŶ de ϭ ŵL d͛huile saŶs ĐuƌĐuŵiŶe diluĠe dans 9 mL de méthanol est 

utilisée comme témoin. Le maximum de solubilité de curcumine est calculé en utilisant une 

gamme étalon.  

3.7.2 Analyse thermique des huiles et de la curcumine par calorimétrie différentielle 

(DSC) 

L͛aŶalǇse theƌŵiƋue diffĠƌeŶtielle ĐoŶsiste à ŵesuƌeƌ uŶe diffĠƌeŶĐe de teŵpĠƌatuƌe eŶtƌe 

l͛ĠĐhaŶtilloŶ ĠtudiĠ et uŶ ĠĐhaŶtilloŶ de ƌĠfĠƌeŶĐe. Le profil thermique obtenu reflète les 

ĐhaŶgeŵeŶts d͛Ġtat du pƌoduit aŶalǇsĠ et les ǀaƌiatioŶs d͛ĠŶeƌgie assoĐiĠes à Đes 

ĐhaŶgeŵeŶts. Les ŵesuƌes soŶt ƌĠalisĠes à l͛aide d͛uŶ Đaloƌiŵğtƌe diffĠƌeŶtiel. L͛appaƌeil est 

ĠtaloŶŶĠ au pƌĠalaďle eŶ ŵesuƌaŶt la teŵpĠƌatuƌe de fusioŶ et l͛eŶthalpie de L͛iŶdiuŵ ;Tf : 

156,6 °C, H : 28,45 J/g). Pour chaque essai, deux capsules en aluminium sont placées dans 
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l͛appaƌeil Đaloƌiŵğtƌe à ďalaǇage diffĠƌeŶtiel ;NetzsĐhͿ, l͛uŶe ĐoŶteŶaŶt l͛ĠĐhaŶtilloŶ à 

aŶalǇseƌ et l͛autƌe ǀide seƌǀaŶt de ƌĠfĠƌeŶĐe. Environ 8 à ϭϬ ŵg de l͛ĠĐhaŶtilloŶ, eǆaĐteŵeŶt 

pesĠe, soŶt plaĐĠe daŶs le Đaloƌiŵğtƌe. Les paƌaŵğtƌes theƌŵiƋues des ĠĐhaŶtilloŶs d͛huiles 

sont obtenus en variant la température de -ϲϬ à +ϲϬ°C à ϱ°C/ŵiŶ sous d͛azote (Gbogouri, 

2005). Pour la curcumine la température varie de -50 à +200°C à 5°C/min sous azote. 

3.7.3 Détermination du temps d'induction oxydatif (OIT) par calorimétrie différentielle à 

balayage  

La stabilité à l'oxydation des huiles sans et avec la curcumine a été déterminée par un 

calorimètre à balayage différentiel (Netzsch). Des échantillons de 10 à 12 mg ont été pesés 

dans des capsules en aluminium. Une capsule vide, en aluminium est utilisée comme 

référence. La température isotherme utilisée est de 110°C et l'oxygène pur a été injecté aux 

échantillons avec un débit de 50 ml/min (Arain et al., 2009).  

3.7.4 Préparation des différentes formulations contenant la curcumine 

Dans le cadre de ce travail, une émulsion marine (huile et lécithine de saumon) et végétale 

(huile et lécithine de colza) ont été préparées afiŶ d͛Ġtudieƌ l͛iŶflueŶĐe de la Ŷatuƌe de l͛huile 

suƌ la ǀeĐtoƌisatioŶ. Les ĠŵulsioŶs ĐoŶtieŶŶeŶt ϭϬ% de phase huileuse et ϵϬ% d͛eau. DaŶs 

les ϭϬ% de la phase huileuse, oŶ ƌetƌouǀe Ϯ,ϯϯ% de lĠĐithiŶe et ϳ,ϲϲ% d͛huile aiŶsi Ƌue la 

curcumine, 0,33 ŵg/ŵL pouƌ l͛huile de sauŵoŶ et Ϭ,ϭϴ ŵg/ŵL pouƌ l͛huile de colza 

(concentration maximale de solubilité). Les composés sont mélangés à une température de 

55-60°C, vortexés puis homogénéisés par sonication (2 min à 40 KHz : 1s marche, 1s arrêt) 

dans un bain de glace. La formulation est homogénéisée à haute pression (Emulsiflex-C3-

Sodexim S.A, France-1500 bars/5 cycles). Les émulsions sont ensuite récupérées dans des 

petits pots de ϰϬ ŵL et ĐoŶseƌǀĠes à l͛oďsĐuƌitĠ à ϮϬ°C.   

3.7.5 Taille des particules, mobilité électrophorétique et indice de polydispersité 

La méthode utilisée est la même que celle citée dans le paragraphe 3.5.3. 

3.7.6 Mesure de la stabilité des émulsions  

La méthode utilisée est la même que celle citée dans le paragraphe 3.5.5. 
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3.7.7 Evaluation de l͛aĐtivitĠ aŶtiĐaŶĐĠƌeuse de la curcumine 

Protocole :  

La culture cellulaire nécessite des conditions stériles (hottes à flux laminaire, matériels et 

produits stériles à usage unique...) afin d'éviter toute contamination bactérienne ou 

fongique. Le milieu de culture RPMI 1640 est un milieu nutritif isotonique utilisé pour la 

culture de cellules humaines normales et de leucocytes néoplasiques. Ce milieu est préparé 

daŶs du ‘PMI ϭϲϰϬ saŶs ƌouge de phĠŶol, aǀeĐ ϭϬ% de sĠƌuŵ de ǀeau fœtal ;SVFͿ appoƌtaŶt 

uŶ ĐeƌtaiŶ Ŷoŵďƌe d͛ĠlĠŵeŶts ŶĠĐessaiƌes à la croissance cellulaire, de la 

pénicilline/streptomycine 10000 U (1%) et de la L-Glutamine (1%). L͛oďjeĐtif de Đette 

expérimentation in vitro est de testeƌ l͛effet de l͛eŶĐapsulatioŶ de la ĐuƌĐuŵiŶe daŶs uŶe 

émulsion, sur son activité anti-cancéreuse. Les cellules utilisées sont des cellules tumorales 

mammaires adhérentes de type MCF7. Les cellules sont repiquées une fois par semaine pour 

éviter leur décollement de la surface de la boite du fait de leur croissance rapide. Un tapis 

Đellulaiƌe ĐoŶfluaŶt est foƌŵĠ eŶtƌe ϳ et ϴ jouƌs d͛iŶĐuďatioŶ. Pour pouvoir effectuer des 

tests sur les cellules MCF7, ces dernières sont décollées de leur boite de culture en rajoutant 

de la trypsine et réensemencées à des concentrations désirées sur une plaque à 96 puits. 

Pouƌ uŶe ďoite Tϳϱ : Apƌğs aǀoiƌ soƌti la ďoite de l͛iŶĐuďateuƌ ;ϯϳ°C ; ϱ% CO2), le milieu de 

culture est vidé et le tapis cellulaire est rincé deux fois avec 10 mL de tampon phosphate 

(PBS), puis 2 ŵL de tƌǇpsiŶe soŶt ƌajoutĠs daŶs la ďoite. Apƌğs ϱŵiŶ d͛iŶĐuďatioŶ, le tapis 

cellulaire décollé est re-suspendu dans 10 mL de RPMI puis centrifugé (10 min à 1500 

tr/min). Les cellules sont récupérées, suspendues dans 10 mL de RPMI et comptées au 

ŵiĐƌosĐope optiƋue eŶ utilisaŶt l͛hĠŵatiŵğtƌe de Thoŵas. La plaƋue est eŶseŵeŶĐĠe à 

raison de 104 cellules/puits. Nous avons testé les concentrations 0,22 et 0,43 μM de 

curcumine. Pour atteindre ces concentrations dans les puits, les émulsions sont diluées dans 

du ‘PMI. Les ĠŵulsioŶs, la ĐuƌĐuŵiŶe et l͛ĠthaŶol oŶt ĠtĠ testĠs sĠpaƌĠŵeŶt eŶ taŶt Ƌue 

témoin. 

Appareillage : 

Pouƌ dĠteƌŵiŶeƌ l͛aĐtiǀitĠ aŶti-cancéreuse de la curcumine, nous avons utilisé le système 

Xcelligence (Roche, Mannheim, Allemagne) dont le principe est de suivre en directe la 

pƌolifĠƌatioŶ Đellulaiƌe eŶ ŵesuƌaŶt l͛iŶdiĐe ou l͛iŵpĠdaŶĐe cellulaire (Figure 3:12).  
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Figure 3:12 Photo du système Xcelligence 

 

L͛appaƌeil pƌeŶd des ŵesuƌes de l͛iŶdiĐe Đellulaiƌe toutes les ϭϱ min (modulable selon le type 

d͛utilisatioŶͿ. Nous utilisoŶs des plaƋues appƌopƌiĠes pouƌ le sǇstğŵe, il s͛agit de plaƋues à 

ϵϲ puits paƌseŵĠs d͛ĠleĐtƌodes d͛oƌ tout au foŶd du puits ;ϴϬ% de la suƌfaĐeͿ. Cette plaƋue 

se fixe sur un support appelé analyseur électroŶiƋue Ƌui est iŶĐuďĠ à l͛Ġtuǀe ;ϯϳ°C ; ϱ% CO2) 

et Ƌui tƌaŶsfeƌt à l͛oƌdiŶateuƌ les ǀaleuƌs d͛iŶdiĐe Đellulaiƌe ƌeleǀĠes. La ŵaŶipulatioŶ se 

déroule par étapes programmées sur le logiciel « RTCA1.2.1 » : 

Etape 1 : On dépose 50 μL de ‘PMI et oŶ iŶĐuďe la plaque pendant 1 min pour mesurer le 

bruit de fond.  

Etape 2 : On ensemence les puits avec 150 μL de suspeŶsioŶ Đellulaiƌe pouƌ oďteŶiƌ ϭϬ4 

cellules/puit. La plaque est ensuite déposée sur le support et la mesure est lancée après 20 

ŵiŶ d͛iŶĐuďatioŶ. Cette étape dure 24h pour atteindre un indice cellulaire de 0,5 au 

minimum. 

Etape 3 : UŶe fois la ǀaleuƌ de l͛iŶdiĐe Đellulaiƌe atteiŶt Ϭ,ϱ, les Đellules soŶt ŵises eŶ ĐoŶtaĐt 

pendant 48h avec les différentes solutions à tester (20 μLͿ : ĐuƌĐuŵiŶe seule daŶs l͛ĠthaŶol 

(0,22 et 0,43 μMͿ ; ĐuƌĐuŵiŶe daŶs l͛ĠŵulsioŶ à ďase d͛huile et de lĠĐithiŶe de Đolza ;Ϭ,ϮϮ et 

0,43 μMͿ ; ĐuƌĐuŵiŶe daŶs l͛ĠŵulsioŶ à ďase d͛huile et de lĠĐithiŶe de sauŵoŶ ;Ϭ,ϮϮ et Ϭ,ϰϯ 

μMͿ. Les ĠŵulsioŶs seules ;ŵġŵes ǀoluŵes Ƌue les ĠŵulsioŶs vecteurs de curcumine) et 

l͛ĠthaŶol soŶt utilisĠs Đoŵŵe tĠŵoiŶs. 

Support de 

plaque  
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4.1 Le pƌoĐĠdĠ d͛eǆtƌaĐtioŶ paƌ voie eŶzǇŵatiƋue 

Les industries de la filière halieutique génèrent de grosses quantités de co-produits 

gĠŶĠƌaleŵeŶt utilisĠs pouƌ l͛eǆtƌaĐtioŶ des huiles et faƌiŶes de poissoŶ destiŶĠes à 

l͛aƋuaĐultuƌe (Bhaskar et al., 2008; Nilsang et al., 2005). Ces co-produits représentent une 

source protéique et lipidique importante, valorisable sur le plan nutritionnel compte tenu de 

la forte proportion en acides gras à longue chaîne et de la présence de peptides à activité 

fonctionnelle. 

Les Laďoƌatoiƌes Le Stuŵ utiliseŶt uŶ pƌoĐĠdĠ eŶzǇŵatiƋue peƌŵettaŶt d͛oďteŶiƌ uŶ 

complexe phospholipopeptidique à partir de tête de saumon (Salmo salar). Ce procédé, 

conduit à température modérée sous atŵosphğƌe iŶeƌte, peƌŵet d͛eǆtƌaiƌe ƌapideŵeŶt ;eŶ 

moins de 2 heures) différentes classes de lipides avec des rendements proches des 

extractions par solvant (Brevet FR 2.835.703, 2002). L͛aĐtioŶ de pƌotĠases spĠĐifiƋues 

aboutit rapidement à une destructuƌatioŶ des tissus pƌotĠiƋues Ƌui ĐoŶduit à l͛oďteŶtioŶ de 

fractions lipidiques et protéiques (hydrolysat peptidique) séparées ensuite par une étape de 

ĐeŶtƌifugatioŶ. Ce pƌoĐĠdĠ peƌŵet aussi d͛oďteŶiƌ uŶ ŵĠlaŶge de fƌaĐtioŶs pƌotĠiƋues 

« lourdes » émulsionnées avec un mélange de lipides complexes.  

Au cours de ce travail, nous avons utilisé un complexe phospholipidique fournit par les 

laďoƌatoiƌes Le Stuŵ sous la foƌŵe huŵide ou lǇophilisĠe apƌğs ĐƌǇoďƌoǇage pƌoǀeŶaŶt d͛uŶ 

pƌoĐĠdĠ iŶdustƌiel. Nous aǀoŶs d͛autƌe paƌt effeĐtuĠ des eǆtƌaĐtioŶs à l͛ĠĐhelle pilote au 

Laďoƌatoiƌe d͛IŶgĠŶieƌie des BioŵolĠĐules peƌŵettaŶt de ĐoŶduiƌe des Ġtudes de 

biodisponibilité et comportementales sur animaux. 

4.1.1 La matière première  

Les tġtes de sauŵoŶ d͛aƋuaĐultuƌe ;Salmo salar) ont été choisies en raison de la forte teneur 

en huile riche en AGPI et du tonnage important de co-produits générés sur les lignes de 

transformation (Figure 4:1). Il faut souligner que les co-produits de saumon utilisés font 

l͛oďjet de la ŵġŵe atteŶtioŶ Ƌue les filets apƌğs opĠƌatioŶ de filetage au Ŷiǀeau de leuƌ 

prélèvement, les conditions de leur conservation et la maîtrise de leur qualité 

microbiologique. 
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Figure 4:1 : Têtes de saumon (Salmo salarͿ utilisĠes Đoŵŵe suďstƌat daŶs le pƌoĐĠdĠ d͛eǆtƌaĐtioŶ 
enzymatique du complexe phospholipopeptidique 

 

La composition physicochimique des têtes de saumon est nécessaire afin de bien maitriser le 

pƌoĐĠdĠ d͛hǇdƌolǇse ;Tableau 4:1). En effet, la concentration en protéines (basée sur la 

quantité d'azote total présent dans le substrat) est ajustée par addition d'eau dans le 

réacteur pour obtenir une valeur voisine de 7 à 8% en poids. Cette étape facilite l'agitation 

dans le réacteur et augmente la surface de contact avec les protéases. Il est aussi intéressant 

de noter la forte teneur en huile daŶs les tġtes de poissoŶ eŶ ƌaisoŶ d͛uŶe ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ 

lipides élevée dans les chaires au niveau supérieur de la tête. 

 

Tableau 4:1 : Composition physico-chimique des têtes de saumon (Salmo salar) 
 et des filets de saumon. 

(%) Têtes Filets (pour comparaison) 
Lipides totaux 21,5 ± 0,3 13,5 ± 1,5 
Matière sèche 68,5 ± 0,5 36,8 ± 0,5 

Protéines (NT x 6,25) 13,2 ± 0,3 18,1 ± 0,5 
cendres 3,4 ± 0,2 1,3 ± 0,1 

 

Les ƌĠsultats oďteŶus soŶt eŶ aĐĐoƌd aǀeĐ les doŶŶĠes d͛uŶe Ġtude ƌĠĐeŶte (Usydus et al., 

2011) qui a montré que le filet de saumon (Salmo salar) contient une teneur en lipides 

totaux de 13,1% ± 2,4. En effet, parmi les différents poissons étudiés (Morue, hareng, 

saumon, carpe, truite, lieu noir, sole, tilapia et requin (Pangasius)), le filet de saumon 

ĐoŶtieŶt le pouƌĐeŶtage le plus ĠleǀĠ eŶ lipides totauǆ. Il faut d͛autƌe paƌt Ŷoteƌ Ƌue les Đo-

produits de saumon, et notamment les têtes, représentent un potentiel en huile supérieur 

au filet (21,5%) en accord avec les résultats obtenus par (Gbogouri, 2005). 
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Les diffĠƌeŶtes Ġtapes du pƌoĐĠdĠ d͛eǆtƌaĐtioŶ soŶt ƌĠsuŵĠes suƌ la Figure 4:2 et ont fait 

l͛oďjet d͛uŶ dépôt de brevet. 

 

Figure 4:2 : PƌoĐĠdĠ d͛eǆtƌaĐtioŶ de l͛huile de sauŵoŶ et oďteŶtioŶ d͛hǇdƌolysats protéiques. 

 

La ƌĠaĐtioŶ d͛hǇdƌolǇse effeĐtuĠe à l͛ĠĐhelle pilote Ŷous a peƌŵis de ŵettƌe eŶ ĠǀideŶĐe la 

ĐiŶĠtiƋue d͛hǇdƌolǇse, peŶdaŶt ϱϬ ŵiŶ de ƌĠaĐtioŶ, eŶ ĐalĐulaŶt le degƌĠ d͛hǇdƌolǇse aǀeĐ la 

méthode du pH-stat (Figure 4:3Ϳ. Le ĐoŶtƌôle du degƌĠ d͛hǇdƌolǇse ;DHͿ est effeĐtuĠ seloŶ la 

méthode de Adler-Nissen (1979), afin de limiter le DH entre 7 et 8% pour ne pas risquer de 
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développer une amertume qui serait un obstacle à l'utilisation de ces bases protéiques en 

formulation alimentaire (Adler-Nissen, 1979). En effet, le phénomène d'amertume est 

principalement lié à la libération de peptides hydrophobes lors du clivage des liaisons 

peptidiques par les protéases (Adler-Nissen, 1984). 

 

Figure 4:3 : Cinétique d͛hǇdƌolǇse de tġtes de sauŵoŶ eŶ pƌĠseŶĐe d͛AlĐalase® 2,4L 

 

A l͛ĠĐhelle pilote, le CPLP est ƌĠĐupĠƌĠ paƌ ĐeŶtƌifugatioŶ à ϭϬ ϬϬϬ ƌpŵ peŶdaŶt Ϯϱ ŵiŶ 

(Figure 4:4). Pouƌ Ġǀiteƌ les phĠŶoŵğŶes d͛oǆǇdatioŶ, la ĐeŶtƌifugatioŶ et la ƌĠĐupĠƌatioŶ du 

CPLP soŶt effeĐtuĠes sous azote. Cette opĠƌatioŶ est diffiĐileŵeŶt ƌĠalisaďle à l͛ĠĐhelle 

industrielle en raison de la configuration de la centrifugeuse. Cependant les réactions 

d͛oǆǇdatioŶ soŶt liŵitĠes eŶ ƌaisoŶ de l͛additioŶ d͛aŶtioǆǇdaŶts et d͛uŶe ĐoŶgĠlatioŶ 

immédiate du CPLP.  

 

Figure 4:4 : CPLP obtenu après hydrolyse enzymatique de têtes de saumon (Salmo salar) 
et séparation par centrifugation 
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Le produit congelé subit ensuite une étape de lyophilisation puis un cryo-broyage 

peƌŵettaŶt d͛oďteŶiƌ la gƌaŶuloŵĠtƌie dĠsiƌĠe daŶs le pƌoĐĠdĠ de faďƌiĐatioŶ du 

Vectoméga®. Un des objectifs de ce travail a été de trouver un procédé moins coûteux 

peƌŵettaŶt de ƌeŵplaĐeƌ l͛Ġtape de lǇophilisatioŶ. 

Deuǆ pƌoĐĠdĠs oŶt ĠtĠ pƌoposĠs pouƌ ƌeŵplaĐeƌ l͛Ġtape de lǇophilisatioŶ ; le séchage par 

étuvage sous vide ou le séchage par enrobage puis étuvage.  

4.1.1.1 Séchage par étuvage sous vide 

Ce pƌoĐĠdĠ de sĠĐhage a ĠtĠ testĠ à l͛ĠĐhelle pilote eŶ utilisaŶt uŶe Ġtuǀe thermostatée sous 

ǀide. L͛eau ĐoŶteŶue daŶs l͛ĠĐhaŶtilloŶ est piĠgĠe daŶs uŶ dispositif ĐoŶteŶaŶt du CaCl2 et 

ƌeliĠ à l͛Ġtuǀe. Les essais oŶt ĠtĠ ĐoŶduits suƌ le lot de pƌoduction n° 9256. Un échantillon a 

été traité par lyophilisation permettant de comparer les résultats obtenus. Deux 

températures de séchage, 50 et 70°C ont été utilisées sur une durée de 48h. La température 

à l͛iŶtĠƌieuƌe de l͛Ġtuǀe est ƌeleǀĠe toutes les ϱ ŵiŶ à l͛aide d͛uŶe soŶde et peƌŵet de suiǀƌe 

l͛ĠǀolutioŶ du sĠĐhage. Les teŶeuƌs eŶ lipides totaux des différentes poudres de CPLP après 

séchage sont respectivement de 24,05%, 19,75% et 15,41% pour le CPLP lyophilisé, le CPLP 

sĠĐhĠ à ϱϬ°C et le CPLP sĠĐhĠ à ϳϬ°C. L͛aŶalǇse des Đlasses lipidiƋues paƌ IatƌosĐaŶ a ƌĠǀĠlĠ 

que dans les lipides totaux du CPLP lyophilisé, nous retrouvons 40% de lipides polaires et 

60% de lipides neutres. Le pourcentage des lipides polaires évolue dans les échantillons de 

CPLP séchés en atteignant 53% et 61%, respectivement pour le séchage à 70°C et à 50°C 

montrant une détérioration progressive des AGPI-LC à ϳϬ°C sous ǀide. Pouƌ s͛assuƌeƌ Ƌue le 

pƌoĐĠdĠ de sĠĐhage peƌŵet d͛oďteŶiƌ uŶe poudƌe de CPLP paƌfaiteŵeŶt sğĐhe Đoŵŵe daŶs 

le Đas de la lǇophilisatioŶ, le tauǆ d͛huŵiditĠ daŶs les ĠĐhaŶtilloŶs sĠĐhĠs a ĠtĠ dĠterminé. 

Les résultats confirment bien que le CPLP est parfaitement sec à 99,9% indépendamment de 

la température de séchage. Néanmoins, plusieurs essais de séchage sous vide ont montré 

des développements microbiens contrairement au procédé de lyophilisation. Ce point 

important a été élucidé en effectuant des analyses microbiologiques sur les CPLP obtenus 

par les deux types de procédés de séchage.  

Les résultats obtenus sont malheureusement peu satisfaisants (Tableau 4:2) et sont dus 

esseŶtielleŵeŶt à uŶe lĠgğƌe ĐoŶtaŵiŶatioŶ pƌĠalaďle du CPLP eǆtƌait Ƌui s͛est aŵplifiée lors 

du procédé de séchage. Cette technique a été abandonnée en raison du risque possible de 

développement de contamination. 
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Tableau 4:2 Analyses microbiologiques des CPLP séchés par étuvage et lyophilisation 

Flores recherchées 
Dénombrement (UFC/g) 

lyophilisé 50 °C 70 °C 
Coliformes 
Escherichia. coli 

< 10 
< 10 

> 3 104 

1,5 104 
3,1 102 

< 10 
FAM 
Levures et moisissures 

Inc 
<10 

Inc 
< 10 

Inc 
< 10 

Inc : incomptable soit > 10
4 

UFC/g 

 

4.1.1.2 Séchage par enrobage et étuvage 

Un procédé de séchage par enrobage et étuvage a été proposé par la société où s͛effeĐtue la 

pƌoduĐtioŶ du CPLP. Ce pƌoĐĠdĠ est gloďaleŵeŶt ďasĠ suƌ uŶ eŶƌoďage du CPLP à l͛Ġtat 

huŵide paƌ uŶ additif suiǀi d͛uŶ sĠĐhage paƌ Ġtuǀage. Les paƌaŵğtƌes utilisĠs daŶs Đe 

procédé restent cependant confidentiels. Deux échantillons d͛uŶ lot séché par enrobage 

provenant de la même production (n°9259) ont été analysés et comparés.  

Un premier échantillon composé uniquement de CPLP enrobé et séché contient 15,32% de 

lipides totaux dont 50% de lipides polaires et 50% de lipides neutres. Dans le but 

d͛augŵeŶteƌ la teŶeuƌ eŶ lipides totauǆ, uŶ deuǆiğŵe ĠĐhaŶtilloŶ de CPLP eŶƌiĐhi eŶ huile 

de sauŵoŶ, eŶƌoďĠ et sĠĐhĠ, a ĠtĠ aŶalǇsĠ. Les ƌĠsultats d͛eǆtƌaĐtioŶ des lipides totauǆ 

conduisent à une teneur de 17,75%, soit un enrichissement de 2,43% en huile totale. Cet 

enrichissement augmente la teneur en lipides neutres dans le CPLP qui atteint 70,18%. 

D͛autƌe paƌt, il Ŷ͛eǆiste auĐuŶe ǀaƌiatioŶ des pouƌĐeŶtages d͛EPA et de DHA pouƌ les lipides 

totaux (EPA : 7,5% et DHA 17%) et concernant les lipides polaires (EPA : 8,2% et DHA 37,8%). 

L͛iŶdiĐe de peƌoǆǇde ;ϭ,ϵϴ < ϱͿ ŵoŶtƌe Ƌue Đe pƌoĐĠdĠ est uŶe alteƌŶatiǀe à la lǇophilisatioŶ 

mais demande à être développé pour de forts tonnages.   

4.1.1.3 Caractérisation globale du CPLP 

La production de CPLP par les Laboratoires Le Stum a été contrôlée tout au long de cette 

Ġtude suƌ les plaŶs phǇsiĐoĐhiŵiƋue et ŵiĐƌoďiologiƋue, peƌŵettaŶt d͛optiŵiseƌ au ŵieuǆ le 

pƌoĐĠdĠ d͛eǆtƌaĐtioŶ de Đe Đoŵpleǆe phospholipopeptidique. Des analyses de routine 

permettant de suivre la teneur en lipides polaires, la teneur en EPA et en DHA ainsi que le 

Ŷiǀeau d͛oǆǇdatioŶ oŶt ĠtĠ ƌĠguliğƌeŵeŶt effeĐtuĠes, peƌŵettaŶt d͛aǀoiƌ uŶe tƌaçaďilité à 

l͛ĠĐhelle iŶdustƌielle. Le Tableau 4:3 représente les caractéristiques du CPLP produit à 

l͛ĠĐhelle iŶdustƌielle. 



Résultats et discussion 

161 
 

Tableau 4:3 AŶalǇses phǇsiĐoĐhiŵiƋues du CPLP pƌoduit à l͛ĠĐhelle iŶdustƌielle  
Paramètres physicochimiques Complexe phospholipopeptidique 

Matière sèche 31% 
Azote total ϭϯ,ϭ g d͛ NT/100 g de CPLP 
Indice de peroxyde EŶtƌe ϱ et ϳ ŵĠƋ d͛O2/Kg de lipides 
Cendres 3,2 g/100 g de CPLP 

La valeur aĐĐeptaďle de l͛indice de peroxyde est de 5 ŵĠƋ d͛O2/Kg de lipides 

 

Les pourcentages en lipides totaux et en lipides neutres des CPLP produits pendant ces trois 

dernières années ont diminué respectivement de 50 à 30% et de 65 à 12%, suite aux 

aŵĠlioƌatioŶs appoƌtĠes au pƌoĐĠdĠ d͛eǆtƌaĐtioŶ du CPLP. La Figure 4:5 présente les teneurs 

en lipides neutres et polaires en fonction de différentes productions. De meilleurs réglages 

sur le procédé de séparation ont permis de limiter la teneur en lipides neutres, augmentant 

ainsi la teneur en DHA, majoritairement présent sur les lipides polaires. 

 

Figure 4:5 Evolution des teneurs en lipides totaux et en lipides neutres de différents lots de 
production. LN : lipides neutres ; MG : matière grasse (lipides totaux) 

 

Une augmentation en lipides polaires (80,84%) est observée dans les dernières productions 

industrielles augmentant ainsi la teneur en DHA dans les lipides totaux du CPLP (19,78%) 

dont 33,3% sont positionnés sur les phospholipides (Figure 4:6). 
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Figure 4:6 Teneur en lipides totaux et en DHA dans la fraction polaire de lots cryobroyés.  

LP : lipides polaires ; MG : matière grasse 

 

Nous aǀoŶs ĠǀaluĠ d͛autƌe paƌt la teŶeuƌ eŶ ŵiŶĠƌauǆ daŶs le CPLP iŶdustƌiel et dans 

l͛eǆtƌait oďteŶu à l͛ĠĐhelle pilote (Tableau 4:4). Le CPLP commercialisé contient des traces de 

chrome, de cuivre, de strontium, de rubidium et de zinc mais essentiellement du magnésium 

(0,05 et 0,09%), du calcium (0,29 et 0,47%), du sodium (1,1 et 0,77%), du potassium (0,42 et 

0,25%) et du phosphate (1,92 et 1,32%) respectivement dans le CPLP extrait à l͛ĠĐhelle 

industrielle et par un procédé pilote. 

EŶ foŶĐtioŶ de l͛oƌigiŶe des tġtes de sauŵoŶ, Ŷous ƌeŵaƌƋuoŶs uŶe diffĠƌeŶĐe daŶs la 

compositioŶ des ĠlĠŵeŶts ĐhiŵiƋues daŶs les deuǆ CPLP eǆtƌaits à l͛ĠĐhelle pilote et 

iŶdustƌielle. Le CPLP oďteŶu à l͛ĠĐhelle pilote Đoŵpoƌte eŶ plus de tous les ĠlĠŵeŶts 

retrouvés dans le CPLP industriel, du fer et très peu de manganèse. Il est cependant déficient 

en chrome. 

Il est important de remarquer que les analyses effectuées sur le CPLP ne présentent pas de 

ĐoŶtaŵiŶatioŶ eŶ ŵĠtauǆ louƌds ;ŵeƌĐuƌe, Đadŵiuŵ, ploŵďͿ, s͛aĐĐuŵulaŶt gĠŶĠƌaleŵeŶt 

Đhez les poissoŶs pƌĠdateuƌs ;thoŶ, espadoŶ, ƌeƋuiŶ…Ϳ. 

D͛apƌğs le rapport intitulé « Effets des ŵĠtauǆ louƌds suƌ l͛eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt et la saŶtĠ » 

(2001 ; Assemblée Nationale, 2979), ces seuils de consommation sont fixés en France, pour 

les poissons les plus consommés, à 0,2 mg/kg de plomb ; 0,05 mg/kg de cadmium et 0,5 

mg/kg de mercure. Il existe cependant une tolérance concernant les compléments 

alimentaires mis sur le marché selon le document établi par la commission européenne du 2 
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juillet 2008 (CE, N°629/2008). Les teneurs maximales pour le plomb, le cadmium et le 

mercure ont été fixées respectivement à 3 mg/kg, 1 mg/kg et 0,1 mg/kg. Plusieurs études 

ont indiqués que la concentration en minéraux dans les poissons dépend non seulement de 

leur alimentation et de leur environnement mais aussi de leur physiologie et de leur 

anatomie (Aubourg et al., 2007). 

 

Tableau 4:4 Comparaison de la composition en minéraux du complexe phospholipidique extrait à 
partir du procédé pilote (100 kg) et industriel (voir section matériels et méthodes) 

Elément
s 

Unit
é 

CPLP 
pilote 

CPLP 
Laboratoires  

Le Stum 

Elément
s 

Unit
é 

CPLP pilote 
CPLP 

Laboratoires  
Le Stum 

As ppm <1,1 <1,1 Rb ppm 0,547 ± 0,05 0,713 ± 0,07 

Ba ppm < 2 < 2 Sb ppm < 0,1 < 0,1 

Be ppm < 0,45 < 0,45 Sm ppm < 0,01 < 0,01 

Bi ppm < 0,09 < 0,09 Sn ppm < 0,3 < 0,3 

Cd ppm < 0,1 < 0,1 Sr ppm 34,21 ± 3,42 16,53 ± 1,65 

Ce ppm < 0,12 < 0,12 Ta ppm < 0,01 < 0,01 

Co ppm < 0,2 < 0,2 Tb ppm < 0,005 < 0,005 

Cr ppm < 3 3,307 ± 0,33 Th ppm < 0,03 < 0,03 

Cs ppm < 0,05 < 0,05 Tm ppm < 0,001 < 0,001 

Cu ppm 11,7 ± 1,17 6,009 ± 0,6 U ppm < 0,04 < 0,04 

Dy ppm < 0,009 < 0,009 V ppm < 0,75 < 0,75 

Er ppm < 0,005 < 0,005 W ppm < 0,1 < 0,1 

Eu ppm < 0,004 < 0,004 Y ppm < 0,15 < 0,15 

Ga ppm < 0,16 < 0,16 Yb ppm < 0,004 < 0,004 

Gd ppm < 0,01 < 0,01 Zn ppm 266,3 ± 26,63 297,8 ± 29,78 

Ge ppm < 0,1 < 0,1 Zr ppm < 1 < 1 

Hf ppm < 0,026 < 0,026 Si % < 0,02 < 0,02 

Ho ppm < 0,002 < 0,002 Al % < 0,02 < 0,02 

In ppm < 0,07 < 0,07 Fe % 0,021 ± 0,003 < 0,03 

La ppm < 0,06 < 0,06 Mn % 
0,0007 ± 
0,00007 

< 0,0005 

Lu ppm < 0,002 < 0,002 Mg % 0,092 ± 0,009 0,052 ± 0,005 

Mo ppm < 0,3 < 0,3 Ca % 0,47 ± 0,07 0,29 ±0,044 

Nb ppm < 0,06 < 0,06 Na % 0,77 ± 0,11 1,1 ± 0,16 

Nd ppm < 0,04 < 0,04 K % 0,25 ± 0,042 0,42 ± 0,063 

Ni ppm < 4 < 4 Ti % < 0,03 < 0,03 

Pb ppm < 0,6 < 0,6 P % 1,32 ± 0,13 1,92 

Pr ppm < 0,01 < 0,01 ppm : μg/g de pƌoduit ; % : g/100g de produit 

 

La mesure de la perte au feu (PF ≈ 95%) a été effectuée dans le cadre de cette étude pour 

vérifier que nous avons bien dosé la totalité des éléments des échantillons. Le total des 
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éléments dosés ainsi Ƌue la PF est d͛eŶǀiƌoŶ ϭϬϬ%. La ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ ŵeƌĐuƌe est 

inférieure au seuil de détection. 

4.1.2 Caractérisation de la partie lipidique du CPLP 

Le pƌoĐĠdĠ d͛eǆtƌaĐtioŶ eŶzǇŵatiƋue des lipides à paƌtiƌ des tġtes de sauŵoŶ ĐoŶduit à la 

ǀaloƌisatioŶ d͛uŶe huile riche en AGPI-LC, extraite à basse température sans solvant, et 

représentant entre 14 et 17% de la quantité de substrat initial. D͛autƌe paƌt, le Đoŵpleǆe 

phospholipopeptidique contient une proportion de lipides neutres et polaires que nous 

allons étudier plus en détail. 

4.1.2.1 Les classes lipidiques 

Après extraction de la phase lipidique par la méthode de Folch et al., (1957) à partir du 

complexe phospholipopeptidique lyophilisé, les différentes classes lipidiques sont 

quantifiées par chromatographie sur couche mince couplée à une détection par ionisation 

de flamme. Les résultats de la migration dans le solvant apolaire (hexane/diéthyl éther (80 : 

20 v/v)) révèlent la présence de deux pics distincts qui correspondent aux lipides polaires et 

aux lipides neutres (Figure 4:7). Il faut noter à ce propos que le principe actif du complément 

nutraceutique Vectoméga® est composé de différentes fractions lipidiques permettant de 

vectoriser les AGPI-LC aussi bien sous la forme triglycéridique que sous la forme 

phospholipidique. Les lipides polaires constituent 65% des lipides totaux du CPLP et ont la 

propriété de contenir une forte proportion de DHA en position sn-2, qui joue un rôle 

important dans la structuration et la stabilisation d͛ĠŵulsioŶs et de liposoŵes (Henna Lu et 

al., 2011).  
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Figure 4:7 : Classes lipidiques du CPLP extrait par voie enzymatique à partir de têtes de saumon 
(Salmo salar). TAG : Triacylglycérols, LP : Lipides polaires 

 

Une deuxième migration dans le solvant polaire (chloroforme/méthanol/ammoniaque 65 : 

35 : 5 v/v/v) permet de différencier les différents phospholipides présents dans les lipides 

polaires. Dans les lipides totaux de la tête de saumon (Figure 4:8), la phosphatidylcholine 

(PC) (28,11%) est le phospholipide majoritaire suivi de la phosphatidyléthanolamine (PE) 

(13,53%). Ces résultats sont en accord avec une étude effectuée sur le saumon (Salmo salar) 

qui montre que les fractions de PC et de PE sont majoritaires (Miller et al., 2006). 

 

 

Figure 4:8 : Fraction polaire des lipides totaux du CPLP : Phosphatidylcholine (PC), 
phosphatidylétanolamine (PE), phosphatidylsérine (PS), phosphatidylinositol (PI), 

lysophosphatidylcholine (L-PC) 

 

TAG : 34,49% 

LP : 65,51% 

PE : 13,53% 

PS : 9,80% 

PC : 28,11% 

L-PC : 5% PI : 6,24% 

Fraction non 

déterminée 

37,32% 
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4.1.2.2 Composition en acides gras 

La composition en acides gras a été déterminée par CPG (n=3) sur les lipides totaux ainsi que 

sur les fractions de lipides neutres, de phospholipides et de glycolipides après séparation sur 

colonne de silice. Ces compositions en acides gras sont présentées dans le Tableau 4:5. Les 

premières observations mettent en évidence la fraction des acides gras polyinsaturés qui est 

majoritaire dans toutes les classes lipidiques du CPLP. Cependant le pourcentage en AGPI le 

plus élevé est retrouvé dans la fraction phospholipidique (62,24%) suivi de la fraction des 

glycolipides (55,04%), des lipides totaux (49,65%) et enfin des lipides neutres (44,43%). Le 

pourcentage en acides gras saturés reste relativement constant dans toutes les fractions et 

varie de 22 à 27% contrairement au pourcentage en AGMI qui est inversement 

proportionnel à celui des AGPI. Le plus faible pourcentage en AGMI est observé pour les 

phospholipides. Le DHA est l͛aĐide gƌas ŵajoƌitaiƌe daŶs toutes les fƌaĐtioŶs lipidiƋues sauf 

pour les lipides neutres où nous retrouvons une concentration élevée en acide palmitique 

avec 15,54%. La teneur en EPA est par contre peu variable dans les différentes fractions 

lipidiques, sauf pour les glycolipides avec 6,97%. 

Tableau 4:5 Composition en acides gras des différentes classes lipidiques des lipides totaux du 
CPLP extraits de têtes de saumon par voie enzymatique (n=3) 

Acides gras LTS PLS LNS GLS 

moyenne ET moyenne ET moyenne ET moyenne ET 

C12 - - - - - - - - 

C14 3,54 0,00 0,68 0,01 5,01 0,04 1,99 0,01 

Iso C15 0,08 0,00 0,00 0,00 0,15 0,01 0,03 0,00 

Ante iso C15 - - - - - - - - 

C15 0,24 0,02 0,10 0,00 0,33 0,00 0,23 0,00 

C15 : 1 0,27 0,01 2,12 0,02 0,05 0,00 1,09 0,02 

Iso C16 - - - - - - - - 

C16 17,04 0,04 12,08 0,05 15,54 0,15 20,07 0,18 

C16 : 1w7 0,31 0,00 0,23 0,00 0,41 0,01 0,30 0,00 

C16 : 1w9 4,10 0,05 1,28 0,00 5,72 0,03 2,38 0,01 

C16 : 2w6 - - - - - - - - 

C16 : 3w3 0,42 0,02 1,76 0,10 0,29 0,04 1,37 0,10 

C16 : 4w3 0,33 0,00 0,06 0,01 0,56 0,00 0,10 0,01 

C18 3,96 0,00 9,59 0,01 3,32 0,02 4,95 0,03 

C18 :1w9 16,49 0,02 8,15 0,00 19,48 0,18 9,07 0,02 

C18 : 1w7 2,66 0,06 2,89 0,00 2,95 0,00 3,84 0,00 

C18 : 1w5 - - - - - - - - 

C18 : 2w6 4,39 0,00 1,87 0,07 6,35 0,04 2,66 0,13 

C18 : 3w4 2,77 0,00 1,35 0,07 3,72 0,37 1,39 0,00 

C18 : 3w3 1,45 0,00 0,67 0,00 1,88 0,20 1,27 0,01 
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Acides gras LTS PLS LNS GLS 

moyenne ET moyenne ET moyenne ET moyenne ET 

C20 : 1w9 0,93 0,00 0,11 0,00 1,50 0,01 0,25 0,00 

C20 : 1w7 0,69 0,00 0,47 0,00 1,05 0,00 0,69 0,01 

C20 : 2w6 2,11 0,10 0,33 0,08 3,02 0,00 0,51 0,19 

C20 : 4w6 1,50 0,00 5,24 0,00 0,76 0,00 2,18 0,01 

C20 : 3w3 0,96 0,00 0,56 0,00 1,28 0,00 0,69 0,00 

C20 : 5w3 EPA 10,53 0,02 8,99 0,07 10,10 0,09 6,96 0,00 

C21 : 5w3 1,06 0,00 0,66 0,02 0,58 0,00 5,61 0,06 

C22 : 4w6 0,30 0,00 0,11 0,00 0,43 0,00 0,10 0,00 

C22 : 5w6 0,33 0,00 0,51 0,00 0,29 0,00 0,39 0,00 

C22 : 5w3 3,10 0,01 3,49 0,00 3,27 0,02 2,57 0,00 

C22 : 6w3 DHA 20,34 0,00 36,57 0,15 11,83 0,08 29,19 0,26 

AGS 24,87  22,47  24,37  27,29  

AGMI 25,48  15,28  31,2  17,66  

AGPI 49,64  62,24  44,42  55,03  
LTS : lipides totaux du saumon, PLS : phospholipides du saumon, LNS : lipides neutres du saumon, GLS : 

glycolipides du saumon ; AGS : acides gras saturés, AGMI : acides gras monoinsaturés, AGPI : acides gras 

polyinsaturés, ET : écart type. Les acides gras sont présentés en pourcentage par rapport aux acides gras 

totaux. 

  

Les lipides totaux du CPLP montrent une teneur en DHA de 20,34%. Cette valeur est bien 

supérieure à la concentration du DHA dans le filet en raison de la présence de 

phospholipides dans la tête. On peut noter une variabilité dans la teneur en AGPL-LC en 

foŶĐtioŶ des doŶŶĠes de la littĠƌatuƌe. EŶ effet, KahǀeĐi et Xu ;ϮϬϭϭͿ eŶƌiĐhisseŶt de l͛huile 

de saumon brute (DHA : 8,11% ; EPA : 5,46%Ϳ paƌ ǀoie eŶzǇŵatiƋue à l͛aide d͛uŶe lipase 

(Candida rugosaͿ pouƌ oďteŶiƌ uŶe ĐoŶĐeŶtƌatioŶ ŵaǆiŵale de ϭϬ% pouƌ l͛EPA et de Ϯϯ% 

pour le DHA (Kahveci and Xu, 2011). D͛autƌe paƌt, l͛Ġtude de Blanchet et al., (2005) sur le 

sauŵoŶ d͛AtlaŶtiƋue ;Salmo salar) met en évidence une teneur de 15,2% en DHA et 7,9% 

pouƌ l͛EPA (Blanchet et al., 2005).  

4.1.2.3 Régiodistribution des acides gras sur les phospholipides majeurs du CPLP extraits 

de têtes de saumon (Salmo salar) comparés à ceux du Krill 

Parmi les différents produits retrouvés sur le marché des compléments alimentaires riches 

en AGPI, peu de produits présentent une vectorisation des acides éicosapentaénoïque et 

doĐosaheǆaĠŶoïƋue estĠƌifiĠs suƌ des lipides polaiƌes. Outƌe les œufs de poisson et les 

phospholipides de Đalaŵaƌ, ƌepƌĠseŶtaŶt uŶe faiďle paƌt de Đe ŵaƌĐhĠ, l͛huile de Krill, en 

ƌeǀaŶĐhe, pƌĠseŶte la paƌtiĐulaƌitĠ d͛ġtƌe ƌiĐhe eŶ AGPI-LC vectorisés par des 

phospholipides. L͛ĠŵeƌgeŶĐe de l͛huile de Krill par rapport aux autres compléments 

alimentaires pendant ces dix dernières années est liée à sa teneur en phospholipides ainsi 
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Ƌu͛à sa forte concentration en antioxydants (Henna Lu et al., 2011; Winther et al., 2011). 

Nous avons pour cette raison effectué une étude comparative de deux fractions lipidiques 

en se focalisant sur la régio-distribution des acides gras sur la position sn-2, en raison de la 

biodisponibilité accrue des acides gras estérifiés sur cette position. 

4.1.2.3.1  Composition en acides gras des fractions lipidiques totales du saumon et du Krill 

La composition en acides gras des fractions lipidique du CPLP a été présentée dans le 

Tableau 4:5. La ĐoŵpositioŶ de l͛huile de Krill extraite de capsules molles de la marque 

Oémine Krill, achetées dans le commerce, est présentée dans le Tableau 4:6. La fraction 

phospholipidique du Krill (53,98%) est majoritaire par rapport à la fraction triglycéridique, 

mais reste légèrement inférieure à celle provenant du CPLP issu de têtes de saumon. La 

proportion en AGS domine pour les lipides neutres (41,10%) contrairement au saumon 

(27%), suivi des lipides totaux (38,53%) et enfin des glycolipides (34,37%). Dans cette 

deƌŶiğƌe fƌaĐtioŶ, oŶ ƌetƌouǀe la ŵġŵe pƌopoƌtioŶ d͛AGPI-LC (34,76%). Contrairement à ce 

que nous avons obtenu pour le saumon, les pourcentages en DHA sont faibles dans toutes 

les fractions lipidiques, avec un maximum de DHA retrouvé sur les phospholipides (15,84%).  

 

Tableau 4:6 : Composition en acides gras des fractions lipidiƋues pƌoveŶaŶt de l͛huile totale de Krill 
(Oemine Krill) (n=3) 

Acides gras LTK PLK LNK GLK 

moyenne ET moyenne ET moyenne ET moyenne ET 

C12 0,25 0,01 0,00 0,00 0,37 0,00 0,18 0,00 

C14 12,05 0,02 2,16 0,00 16,36 0,01 8,35 0,00 

Iso C15 0,23 0,00 0,07 0,00 0,30 0,00 0,21 0,01 

Ante iso C15 0,08 0,00 0,02 0,00 0,16 0,00 0,09 0,00 

C15 0,11 0,02 0,00 0,00 0,19 0,00 0,09 0,00 

C15 : 1 0,38 0,04 0,27 0,00 0,47 0,00 0,42 0,02 

Iso C16 0,10 0,00 0,07 0,00 0,12 0,00 0,12 0,00 

C16 24,24 0,13 28,23 0,01 22,02 0,00 23,66 0,00 

C16 : 1w7 0,56 0,00 0,43 0,00 0,60 0,00 0,60 0,00 

C16 : 1w9 8,62 0,02 1,35 0,01 11,90 0,03 9,49 0,07 

C16 : 2w6 0,33 0,00 0,16 0,00 0,40 0,00 0,34 0,02 

C16 : 3w3 0,14 0,00 0,09 0,00 0,16 0,00 0,17 0,00 

C16 : 4w3 0,61 0,00 0,10 0,00 0,82 0,00 0,56 0,01 

C18 1,43 0,02 1,21 0,00 1,55 0,01 1,63 0,00 

C18 :1w9 12,53 0,00 4,97 0,00 15,80 0,04 11,33 0,01 

C18 : 1w7 6,38 0,14 4,80 0,00 7,14 0,01 6,15 0,00 

C18 : 1w5 0,18 0,00 0,15 0,00 0,17 0,01 0,17 0,01 

C18 : 2w6 2,49 0,12 1,45 0,00 2,67 0,01 2,37 0,00 

C18 : 3w4 0,80 0,21 0,40 0,00 0,85 0,00 0,48 0,00 
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Acides gras LTK PLK LNK GLK 

moyenne ET moyenne ET moyenne ET moyenne ET 

C18 : 3w3 1,28 0,12 1,34 0,00 1,22 0,00 1,32 0,00 

C20 : 1w9 2,86 0,01 2,10 0,00 3,20 0,00 2,56 0,00 

C20 : 1w7 0,12 0,00 0,13 0,00 0,14 0,00 0,11 0,00 

C20 : 2w6 0,57 0,06 1,14 0,00 0,34 0,07 1,56 0,00 

C20 : 4w6 0,27 0,00 0,34 0,00 0,22 0,00 0,43 0,00 

C20 : 3w3 0,24 0,00 0,38 0,00 0,18 0,00 0,25 0,00 

C20 : 5w3 EPA 14,82 0,01 31,09 0,01 8,16 0,03 16,18 0,00 

C21 : 5w3 0,05 0,04 0,19 0,04 0,03 0,00 1,17 0,00 

C22 : 4w6 - - - - - - - - 

C22 : 5w6 0,40 0,01 0,79 0,00 0,25 0,00 0,30 0,04 

C22 : 5w3 0,31 0,01 0,62 0,00 0,18 0,00 0,23 0,00 

C22 : 6w3 DHA 7,43 0,06 15,83 0,03 3,90 0,02 9,36 0,01 

AGS 38,52  31,79  41,09  34,36  

AGMI 31,65  14,22  39,46  30,87  

AGPI 29,81  53,98  19,44  34,76  
LTK : lipides totaux du Krill, PLK : phospholipides du Krill, LNK : lipides neutres du Krill, GLK : glycolipides du Krill ; 

AGS : acides gras saturés, AGMI : acides gras monoinsaturés, AGPI : acides gras polyinsaturés, ET : écart type. 

Les acides gras sont présentés en pourcentage par rapport aux acides gras totaux.  

 

Ce pourcentage reste très inférieur à la valeur retrouvée dans les phospholipides de saumon 

(36,58%). Il faut Ŷoteƌ Ƌue l͛huile de Krill ĐoŶtieŶt plus d͛EPA Ƌue l͛huile de saumon dans 

toutes les fƌaĐtioŶs pƌise sĠpaƌĠŵeŶt. L͛eǆtƌaĐtioŶ d͛huile du Krill totale par solvants 

organiques conduit à un pourcentage en DHA variant de 10 à 16% ; la teneur étant comprise 

eŶtƌe ϭϲ et ϭϵ% pouƌ l͛EPA (Martin, 2007). DaŶs Ŷotƌe Ġtude, le pouƌĐeŶtage d͛EPA pouƌ le 

Krill varie entre 8,16% pour les lipides neutres et 31,10% pour les lipides polaires, alors que 

ces pourcentages varient de 6,97% pour les glycolipides à 10,54% pour les lipides totaux. 

4.1.2.3.2 Composition en acides gras de la phosphatidylcholine et de la phosphatidyl-

éthanolamine extraites à partir du CPLP de têtes de sauŵoŶ et de l’huile totale de 

Krill 

Les différentes classes de phospholipides ont été séparées par chromatographie sur couche 

miŶĐe aǀaŶt d͛ġtƌe puƌifiĠes. Nous Ŷous soŵŵes iŶtĠƌessĠs auǆ deuǆ espğĐes ŵajoƌitaiƌes 

représentées par la phosphatidylcholine et la phosphatidyléthanolamine pour la fraction 

lipidiƋue du CPLP et l͛huile totale de Krill. Contrairement aux nombreux travaux effectués sur 

la régio-distribution des acides gras sur les triacylglycérols, peu d͛Ġtudes se soŶt iŶtĠƌessĠes 

aux phospholipides marins. 

Le Tableau 4:7 montre la composition en acides gras de la PC et PE du CPLP de saumon 

ĐoŵpaƌĠ à l͛huile totale de Krill. Les compositions en acides gras de la fraction PC des deux 
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échantillons montrent que le saumon et le Krill sont riches en AGPI-LC, avec une proportion 

en AGS plus importante pour le Krill. La différence fondamentale entre ces deux sources 

d͛AGPI-LC vectorisés par des lipides polaires réside dans la proportion de DHA plus élevée 

pour la PC de saumon (24,77%) comparé à la PC de Krill (12,87%). Inversement, la 

concentration en EPA de 29,76% pour la PC-Krill est beaucoup plus importante que pour la 

PC-saumon (8,12%). Le pourcentage en DHA au niveau de la PC-saumon est très proche de 

Đelui ƌetƌouǀĠ daŶs le Đadƌe d͛uŶe Ġtude effeĐtuĠe paƌ Sautot et al., (2011). Pour ce qui est 

de la fraction PE, les deux classes, PE-Krill et PE-saumon sont très différentes dans leurs 

compositions en acides gras. En effet, la PE-sauŵoŶ ĐoŶtieŶt ϲϯ,ϴϴ% d͛AGPI, Đe Ƌui est 

supĠƌieuƌ au pouƌĐeŶtage d͛AGPI daŶs les deuǆ PC et daŶs la PE-Krill (36,79%). Le 

pourcentage en DHA est plus élevé pour les PE par rapport aux PC, il atteint 37,83% pour la 

PE-saumon et 20,55% pour la PE-Krill.  

 

Tableau 4:7 Composition en acides gras des deux classes lipidiques PC et PE de la fraction lipidique 
du CPLP et de l͛huile de Krill (%) (n=3) 

Acides gras 

Saumon Krill 

PCS PES PCK PEK 

moyenne ET moyenne ET moyenne ET moyenne ET 

C12 - - - - 0,82 0,01 1,05 0,03 

C14 0,65 0,09 0,72 0,00 2,52 0,05 4,33 0,07 

Iso C15 0,20 0,28 0,00 0,00 - - - - 

Ante iso C15 - - - - - - 0,25 0,12 

C15 0,90 1,13 0,10 0,00 - - - - 

C15 : 1 1,38 1,48 3,20 0,02 0,39 0,00 0,6 0,06 

Iso C16 - - - - - - 0,16 0,02 

C16 8,17 6,12 11,78 0,03 29,48 0,29 38,79 0,08 

C16 : 1w7 5,75 7,75 0,21 0,00 0,56 0,01 0,49 0,01 

C16 : 1w9 2,83 2,45 1,38 0,01 1,33 0,03 0,86 0,05 

C16 : 2w6 - - - - 0,18 0,01 0,22 0,02 

C16 : 3w3 1,06 1,19 3,05 0,07 - - - - 

C16 : 4w3 2,79 1,8 0,11 0,00 - - - - 

C18 15,54 1,43 4,91 0,02 1,53 0,08 2,55 0,00 

C18 :1w9 8,67 1,00 9,11 0,08 5,69 0,12 3,53 0,08 

C18 : 1w7 2,20 0,40 3,89 0,12 5,06 0,08 9,38 0,04 

C18 : 1w5 - - - - 0,13 0,03 0,24 0,00 

C18 : 2w6 1,58 0,00 2,35 0,01 1,61 0,06 1,04 0,03 

C18 : 3w4 1,04 0,04 1,55 0,05 0,55 0,11 0,43 0,04 

C18 : 3w3 0,42 0,02 0,80 0,01 1,33 0,10 0,61 0,02 

C20 : 1w9 0,03 0,04 0,09 0,00 2,22 0,12 0,32 0,03 
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Acides gras 

Saumon Krill 

PCS PES PCK PEK 

moyenne ET moyenne ET moyenne ET moyenne ET 

C20 : 1w7 0,47 0,21 0,67 0,01 - - 0,61 0,11 

C20 : 2w6 1,43 1,01 0,31 0,06 1,56 0,13 0,34 0,03 

C20 : 4w6 7,88 0,42 3,23 0,00 0,32 0,08 0,42 0,00 

C20 : 3w3 0,34 0,13 0,68 0,01 0,33 0,00 - - 

C20 : 5w3 EPA 8,11 0,57 9,22 0,07 29,76 0,42 12,22 0,14 

C21 : 5w3 0,36 0,08 0,35 0,01 0,22 0,01 0,11 0,00 

C22 : 4w6 0,07 0,00 0,14 0,00 - - - - 

C22 : 5w6 0,49 0,19 0,53 0,01 0,86 0,02 0,25 0,04 

C22 : 5w3 2,74 0,14 3,67 0,00 0,57 0,09 0,56 0,00 

C22 : 6w3 DHA 24,76 1,14 37,83 0,04 12,87 0,00 20,55 0,06 

AGS 25,48 
 

17,53 
 

34,37 
 

47,14 
 

AGMI 21,38 
 

18,59 
 

15,40 
 

16,06 
 

AGPI 53,13 
 

63,87 
 

50,22 
 

36,78 
 

PCS : phosphatidylcholine de saumon, PES : Phosphatidyléthanolamine de saumon, PCK : phosphatidylcholine de 

Krill, PEK : Phosphatidyléthanolamine de Krill, ET : écart type, AGS : acides gras saturés, AGMI : acides gras 

monoinsaturés, AGPI : acides gras polyinsaturés. Les acides gras sont présentés en pourcentage par rapport aux 

acides gras totaux. 

 

Les fortes proportions en AGPI-LC retrouvées sur les fractions phospholipidiques montrent 

l͛iŵpoƌtaŶĐe de Đes lipides polaiƌes daŶs l͛appoƌt eŶ AGPI et plus paƌtiĐuliğƌeŵeŶt eŶ DHA et 

en EPA. Ces différences de ƌĠpaƌtitioŶ suƌ les lipides polaiƌes du DHA et de l͛EPA suggğƌeŶt 

un rôle différent de ces lipides au niveau du métabolisme cellulaire.  

La régiodistribution au niveau des phospholipides de thon Albacore a été conduite en 1996 

paƌ l͛ĠƋuipe du pƌofesseuƌ Auďouƌg, ŵoŶtƌaŶt des ĐoŶĐeŶtƌatioŶs ĠleǀĠes eŶ AGPI-LC en 

position sn-Ϯ suƌ les phospholipides aǀeĐ ϰϳ,ϯ% pouƌ le DHA et ϵ,ϯ% pouƌ l͛EPA (Aubourg et 

al., 1996). Polvi et al., ont identifié en (1991) la position des acides gras au niveau de la PC de 

saumon dans le but de suivre sa stabilité face au phénomène de congélation (Polvi et al., 

1991). 

4.1.2.3.3 Régiodistribution des acides gras pour la PC et la PE de la fraction lipidique du 

CPLP de saumon et de l’huile de Krill 

4.1.2.3.3.1 Par méthode enzymatique 

L͛hǇdƌolǇse eŶzǇŵatiƋue de la liaisoŶ esteƌ eŶ positioŶ sn-2 par la phospholipase A2 permet 

d͛ideŶtifieƌ la ĐoŵpositioŶ eŶ aĐides gƌas des fƌaĐtioŶs PC et PE appaƌteŶaŶt au Krill et au 

saumon. Les lysophospholipides ont également été récupérés, parallèlement aux acides gras 

libres, et analysés pour déterminer leur composition en acides gras. Ainsi les résultats de 
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cette étude (Tableau 4:8) montrent que, de manière générale, plus de 50% des AGPI sont 

positionnés en sn-Ϯ au Ŷiǀeau de la PC et de la PE de sauŵoŶ. Les AGS soŶt d͛autƌe paƌt, 

préférentiellement positionnés en sn-1 avec 53,49% dans la PC-saumon et 44,05% dans la 

PE-saumon. Nous retrouvons la quasi-totalité des acides gras qui nous intéressent, 

ŶotaŵŵeŶt l͛EPA et le DHA, au Ŷiǀeau des deuǆ Đlasses PE et PC de sauŵoŶ. Ces ƌĠsultats 

sont partiellement en accord avec une étude effectuée par Al Sayed Mahmoud et al., (2007) 

suƌ les œufs de sauŵoŶ et de tƌuite aƌĐ-en-ciel qui a montré que le DHA est majoritairement 

retrouvé estérifié en position sn-Ϯ suƌ la totalitĠ des phospholipides. Le pouƌĐeŶtage d͛EPA 

retrouvé en sn-2 est respectivement de 21,62% et 12,64%, sur les phospholipides de saumon 

et de truite arc-en-ciel (Al Sayed Mahmoud, 2007). Une étude portant sur les phospholipides 

de thon, a montré que le DHA et l͛EPA soŶt positionnés, respectivement à 43 et 10% en sn-2 

(Aubourg et al., 1996). 

 

Tableau 4:8 Composition en acides gras estérifiés sur la PC et la PE du CPLP de têtes de saumon 
(n=3)  

Acides gras 

PC Saumon PE Saumon 

sn-1 PCS sn-2 PCS sn-1 PES sn-2 PES 

moyenne ET moyenne ET moyenne ET moyenne ET 

C12 - - - - - - - - 

C14 2,37 0,08 1,28 0,08 2,11 0,04 0,94 0,03 

Iso C15 0,18 0,01 0,13 0,00 0,13 0,00 0,04 0,00 

Ante iso C15 - - - - - - - - 

C15 0,21 0,04 0,21 0,01 0,22 0,02 0,11 0,00 

C15 : 1 0,37 0,27 0,20 0,05 0,10 0,00 0,10 0,02 

Iso C16 - - - - - - - - 

C16 29,97 2,34 16,08 1,53 26,12 3,08 11,58 0,15 

C16 : 1w7 0,20 0,02 0,30 0,03 0,26 0,02 0,20 0,01 

C16 : 1w9 0,57 0,02 1,12 0,00 1,12 0,13 1,00 0,01 

C16 : 2w6 - - - - - - - - 

C16 : 3w3 0,10 0,04 0,20 0,01 0,11 0,00 0,07 0,00 

C16 : 4w3 0,93 0,03 3,88 0,50 0,41 0,03 0,04 0,00 

C18 20,73 0,46 10,84 0,55 15,44 2,25 6,27 0,72 

C18 :1w9 19,16 0,52 13,41 1,33 30,53 9,95 9,94 0,23 

C18 : 1w7 1,16 0,03 1,25 0,02 1,93 0,15 2,87 0,04 

C18 : 1w5 - - - - - - - - 

C18 : 2w6 3,44 0,29 3,19 0,24 8,73 0,02 1,86 0,14 

C18 : 3w4 0,79 0,08 0,87 0,00 1,63 0,02 0,54 0,03 

C18 : 3w3 0,67 0,06 0,79 0,00 2,92 0,03 0,42 0,00 

C20 : 1w9 0,64 0,06 0,15 0,00 0,21 0,01 0,08 0,01 

C20 : 1w7 0,50 0,41 0,35 0,03 0,40 0,01 0,37 0,02 

C20 : 2w6 0,73 0,04 0,55 0,02 1,48 0,06 0,15 0,02 
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Acides gras 

PC Saumon PE Saumon 

sn-1 PCS sn-2 PCS sn-1 PES sn-2 PES 

moyenne ET moyenne ET moyenne ET moyenne ET 

C20 : 4w6 0,71 0,03 8,18 0,47 0,34 0,00 3,90 0,18 

C20 : 3w3 0,10 0,02 0,27 0,03 0,24 0,01 0,36 0,02 

C20 : 5w3 EPA 2,23 0,52 8,37 0,73 1,52 0,05 9,87 0,40 

C21 : 5w3 7,44 0,34 0,37 0,00 0,90 0,00 0,10 0,00 

C22 : 4w6 0,00 0,00 0,06 0,00 0,00 0,00 0,07 0,00 

C22 : 5w6 0,42 0,03 0,41 0,01 0,16 0,00 0,55 0,04 

C22 : 5w3 0,69 0,09 3,01 0,03 0,39 0,01 3,43 0,18 

C22 : 6w3 DHA 5,58 0,46 24,40 1,42 2,50 0,33 45,03 1,43 

AGS 53,49  28,57  44,04  18,97  

AGMI 22,61  16,82  34,57  14,58  

AGPI 23,90  54,60  21,38  66,44  
PCS : phosphatidylcholine de saumon, PES : phosphatidyléthanolamine de saumon, sn-1 : acide gras en position 

sn-1 du glycérol, sn-2 : acide gras en position sn-2 du glycérol, ET : écart type, AGS : acides gras saturés, AGMI : 

acides gras monoinsaturés, AGPI : acides gras polyinsaturés. Les acides gras sont présentés en pourcentage par 

rapport aux acides gras totaux. 

 
Le Tableau 4:9 ci-dessous représente les résultats obtenus après hydrolyse enzymatique des 

fractions PC et PE provenant du Krill. La pƌopoƌtioŶ d͛aĐides gƌas satuƌĠs eŶ position sn-2 est 

quasiment identique à celle estérifiée en sn-1, ce qui est très différent des résultats obtenus 

daŶs le Đas du sauŵoŶ. CepeŶdaŶt le pouƌĐeŶtage d͛EPA et de DHA ƌeste tƌğs iŵpoƌtaŶt eŶ 

position sn-2. Il est intéressant de comparer les pourcentages en EPA et DHA retrouvés en 

sn-2 dans les PC et PE du Krill, avec les PC et PE du saumon. En effet, le pourcentage de DHA 

dans le Krill est plus élevé dans la PE (16,32%) par rapport à la PC (11,94%). Ceci est 

également retrouvé dans le cas du saumon où le DHA atteint environ 45% dans la PE et 24% 

dans la PC.  

Tableau 4:9 CoŵpositioŶ eŶ aĐides gƌas de la PC et de la PE de l͛huile de Krill (n=3) 

Acides gras 

PC Krill PE Krill 

sn-1 PCK sn-2 PCK sn-1 PEK sn-2 PEK 

moyenne ET moyenne ET moyenne ET moyenne ET 

C12 0,22 0,01 0,41 0,03 0,63 0,16 0,33 0,05 

C14 1,73 0,17 1,72 0,68 2,94 0,01 5,04 0,60 

Iso C15 - - - - 0,12 0,00 0,11 0,01 

Ante iso C15 - - - - 0,06 0,00 0,08 0,00 

C15 0,20 0,08 0,30 0,09 0,65 0,69 0,38 0,27 

C15 : 1 - - - - 0,23 0,05 0,42 0,02 

Iso C16 - - - - 0,16 0,00 0,11 0,01 

C16 20,53 2,45 26,04 2,31 19,97 3,34 33,38 3,68 

C16 : 1w7 0,23 0,05 0,33 0,00 0,19 0,03 0,41 0,04 

C16 : 1w9 1,40 0,09 0,34 0,05 1,67 0,74 6,11 1,02 

C16 : 2w6 0,13 0,01 0,21 0,02 4,22 0,59 0,07 0,01 
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Acides gras 

PC Krill PE Krill 

sn-1 PCK sn-2 PCK sn-1 PEK sn-2 PEK 

moyenne ET moyenne ET moyenne ET moyenne ET 

C16 : 3w3 - - - - 0,06 0,04 0,14 0,00 

C16 : 4w3 - - - - 6,21 1,99 0,56 0,48 

C18 11,44 1,75 7,85 1,18 9,74 1,23 7,00 1,43 

C18 :1w9 49,68 2,73 23,21 3,47 20,19 4,76 8,66 1,36 

C18 : 1w7 5,95 0,4 3,94 0,50 1,92 0,78 2,50 0,34 

C18 : 1w5 0,35 0,32 0,23 0,06 0,45 0,14 0,07 0,01 

C18 : 2w6 2,25 0,39 12,66 1,99 6,01 0,34 3,18 0,88 

C18 : 3w4 1,98 0,35 0,30 0,01 3,36 0,61 1,56 0,46 

C18 : 3w3 0,28 0,00 0,51 0,10 3,33 0,46 2,28 0,18 

C20 : 1w9 0,14 0,00 0,39 0,02 0,68 0,02 0,37 0,03 

C20 : 1w7 - - - - 1,07 0,04 1,10 0,31 

C20 : 2w6 0,25 0,01 0,45 0,02 3,66 0,36 0,89 0,19 

C20 : 4w6 0,15 0,03 0,41 0,06 1,71 0,73 0,24 0,00 

C20 : 3w3 0,04 0,00 0,14 0,00 0,87 0,00 0,47 0,04 

C20 : 5w3 EPA 1,18 0,00 7,87 1,13 2,63 0,05 6,94 1,08 

C21 : 5w3 0,23 0,03 0,16 0,02 0,41 0,01 0,53 0,08 

C22 : 4w6 - - - - - - - - 

C22 : 5w6 0 0 0,19 0,00 0,13 0,01 0,21 0,03 

C22 : 5w3 0,16 0,00 0,32 0,03 1,11 0,08 0,41 0,01 

C22 : 6w3 DHA 1,39 0,00 11,93 0,30 5,49 0,08 16,31 1,09 

AGS 34,13  36,33  34,31  46,45  

AGMI 57,78  28,47  26,44  19,67  

AGPI 8,08  35,20  39,25  33,87  

PCK : phosphatidylcholine de Krill, PEK : phosphatidyléthanolamine de Krill, sn-1 : acide gras en position sn-1 du 

glycérol, sn-2 : acide gras en position sn-2 du glycérol, ET : écart type, AGS : acides gras saturés, AGMI : acides 

gras monoinsaturés, AGPI : acides gras polyinsaturés. Les acides gras sont présentés en pourcentage par 

rapport aux acides gras totaux. 

 

4.1.2.3.3.2 Détermination des espèces moléculaires par spectrométrie de masse 

Les espèces moléculaires de la PC et de la PE ont été identifiées par HPLC couplée à la MS. La 

dĠteĐtioŶ des espğĐes ŵolĠĐulaiƌes s͛effeĐtue eŶ ŵode ŶĠgatif. Pouƌ la PC, l͛aĐide foƌŵiƋue 

ajouté dans la phase mobile va se greffer à la molĠĐule eŶ foƌŵaŶt aiŶsi l͛adduit anionique 

[PC+formiate]-. DaŶs le ŵode d͛aĐƋuisitioŶ MS, seules les Đlasses lipidiƋues de tǇpe PC soŶt 

détectées grâce au formiate [M+45]-. Les masses les plus importantes en termes d͛iŶteŶsitĠ 

soŶt fƌagŵeŶtĠes. Au Ŷiǀeau du ŵode d͛aĐƋuisitioŶ MS2, les complexes PC-Formiate perdent 

une m/z de 60 (groupement méthyle de la choline et le contre-ion formiate) (Figure 4:9), ce 

Ƌui Ŷous peƌŵet de ĐoŶfiƌŵeƌ Ƌu͛il s͛agit ďieŶ de Đlasses lipidiƋues de tǇpe PC. 
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Figure 4:9 Identification de la phosphatidylcholine 

 

Tous les ioŶs passeŶt au Ŷiǀeau d͛aĐƋuisitioŶ MS3 sous ĐoŶditioŶ de peƌte d͛uŶe m/z de 60 ce 

Ƌui peƌŵet de ƌeĐoŶŶaîtƌe les espğĐes ŵolĠĐulaiƌes d͛aĐides gƌas Ƌui ĐoŶstitueŶt ĐhaƋue PC. 

Les fragments anioniques obtenus correspondent aux acides gras libres et aux Lyso-PC 

(Figure 4:10).  

Les acides gras libres et les lyso-PC soŶt ideŶtifiĠs à paƌtiƌ d͛uŶe ďase de doŶŶĠes Ġtaďlie 

préalablement, qui comporte les masses de tous les acides gras et des lyso-PC. 
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Figure 4:10 ‘ĠĐapitulatif des Ġtapes d͛ideŶtifiĐatioŶ de la PC 

 

D͛autƌe paƌt, l͛ideŶtifiĐatioŶ de la PE se ďase esseŶtielleŵeŶt suƌ les staŶdaƌds de PE. EŶ 

effet, le temps de rétention des standards permet de déterminer le pic approprié à la PE puis 

le ŵode d͛aĐƋuisition « MS full scan » permet de faire ressortir les différentes masses de PE 

existantes (Figure 4:11).  

(M+45)- = 824,58 

Niveau 1 : MS 

Niveau 2: MS2 

Niveau 3: MS3 

(M-60)- = 764,34 

Lyso-PC 

Acide gras libre 
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Figure 4:11 Etapes d͛ideŶtifiĐatioŶ de la PE par LC-MS 

 

La fragmentation des PE [M-H]- (Figure 4:12) donne naissance à des ions correspondant à 

des acides gras et des lyso-PE. CoŶtƌaiƌeŵeŶt à l͛ideŶtifiĐatioŶ de la PC, Ŷous Ŷ͛aǀoŶs pas 

Standard PE 

Niveau 1 : MS 

Echantillon PE 

Niveau 2: MS2 

Lyso-PE 

Acide gras libre 
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d͛Ġtape de dĠteƌŵiŶatioŶ de la Đlasse PE. La ƌeĐoŶŶaissance de la PE passe exclusivement 

paƌ l͛ideŶtifiĐatioŶ des ŵasses [M-H]- des fƌagŵeŶts d͛ioŶs pƌoǀeŶaŶt de PE. 

 

Figure 4:12 Identification de la PE 

 

Les acides gras libres et les lyso-PE sont ideŶtifiĠs à paƌtiƌ d͛uŶe ďase de doŶŶĠes Ġtaďlie 

préalablement, qui comporte les masses [M-H]- de tous les acides gras et des lyso-PE. 

Les résultats obtenus des acides gras des PC et PE sont représentés dans le tableau suivant 

(Tableau 4:10). Concernant la PC de saumon, les espèces retrouvées sont comparées avec 

celles obtenus par Sautot et al., (2011), qui mettent en évidence la présence de 20 espèces 

de PC. Dans notre échantillon, 5 espèces de PC-saumon sont identifiées avec des espèces 

majoritaires composées de PC-16:0 / 22:6 (19,18%) suivie de la PC-22:6 / 22:6 (14%) (Sautot 

et al., 2011). Des études menées par Miller et al., (2006) sur les phospholipides extraits de 

filet de saumon (Salmo salar), ainsi que par Winther et al., (2011) sur la phosphatidylcholine 

de Krill mettent en évidences de nombreuses espèces moléculaires similaires à nos résultats.  

Les travaux de Winther et al., (2011) ont mis en évidence la présence de 58 espèces 

moléculaires de PC de Krill dont certaines caractéristiques du plancton (Winther et al., 

2011). Miller et al., (2006) ont détecté 12 espèces de PC et 13 espèces de PE pour le saumon 

(Miller et al., 2006). 
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Tableau 4:10 Espèces moléculaires des PC et PE provenant du saumon et du Krill (n=3) 

Sources de 
phospholipides 

Classe des 
phospholipides 

masse 
Espèces 

moléculaires 
% sn-2 sn-1 

CPLP de saumon 

PC 

806,5 16:0 / 22:6 19,18 22:6 16:0 

 
18:1 / 20:5 6,81 18:1 20:5 

832,5 18:1 / 22:6 49 22:6 18:1 
852,5 20:5 / 22:6 11 22:6 20:5 
878,5 22:6 / 22:6 14 22:6 22:6 

PE 

701,5 18:1 / 15:1 6 15:1 18:1 
715,5 16:1 / 18:1 2,7 16:1 18:1 

 
17:1 / 17:1 2,3 17:1 17:1 

717,5 18:1 / 16:0 6,5 16:0 18:1 
729,5 18:1 / 17:1 7 17:1 18:1 
737,5 20:5 / 16:0 10 20:5 16:0 
763,5 22:6 / 16:0 26,4 22:6 16:0 

 
18:1 / 20:5 15,04 20:5 18:1 

789,5 22:6 / 18:1 16 22:6 18:1 
791,5 22:6 / 18:0 11,5 18:0 22:6 

Oemine Krill 

PC 

732,5 16:0 / 16:1 0,85 16:0 16:1 

 
14:0 / 18:1 0,65 14:0 18:1 

752,5 20:5 / 14:0 5 20:5 14:0 
754,5 16:0 /18:4 4,5 16:0 18:4 
780,5 16:0 / 20:5 31 20:5 16:0 
792,5 15:0 / 22:6 2,62 22:6 15:0 

 
20:5 / 17:1 1,48 20:5 17:1 

806,5 16:0 / 22:6 12 22:6 16:0 

 
20:5 /18:1 8,12 20:5 18:1 

818,5 17:1 / 22:6 3 22:6 17:1 
826,5 20:5 / 20:5 5 20:5 20:5 
832,5 18:1 / 22:6 5,5 22:6 18:1 
852,5 20:5 / 22:6 11 20:5 22:6 
864,5 22:6 / 21:6 3,5 22:6 21:6 
878,5 22:6 / 22:6 6 22:6 22:6 

PE 

689,5 18:1 / 14:0 0,88 14:0 18:1 

 
16:0 / 16:1 1,12 16:0 16:1 

717,5 18:1 / 16:0 6 16:0 18:1 
737,5 20:5 / 16:0 20,5 20:5 16:0 
763,5 16:0 / 22:6 19,9 22:6 16:0 

 
18:1 / 20:5 13,5 20:5 18:1 

775,5 22:6 / 17:1 8 22:6 17:1 
789,5 18:1 / 22:6 16 22:6 18:1 
835,5 22:6 / 22:6 7 22:6 22:6 
869,5 18:1 / 28:8 3 28:8 18:1 
889,5 28:8 / 20:5 4 28:8 20:5 

 

4.1.2.4 Suivi de l͛oǆǇdatioŶ de la paƌtie lipidiƋue du CPLP eŶ foŶĐtioŶ du teŵps et du 

mode de conservation 

Cette Ġtude Ŷous a peƌŵis d͛Ġǀalueƌ la ƌĠsistaŶĐe des lipides totauǆ du CPLP faĐe à 

l͛oǆǇdatioŶ eŶ ĐoŵpaƌaisoŶ aǀeĐ l͛huile de sauŵoŶ ;Đo-pƌoduit de l͛eǆtƌaĐtioŶ du CPLP). Les 
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ĐoŶditioŶs de stoĐkage soŶt Đhoisies de ŵaŶiğƌe à aĐĐĠlĠƌeƌ le pƌoĐessus d͛oǆǇdatioŶ des 

échantillons sur 45 jours de stockage à 30°C. Les échantillons ont donc été stockés sous air et 

sous atŵosphğƌe iŶeƌte ;azoteͿ. Le suiǀi de l͛oǆǇdatioŶ a Ġté effectué par spectroscopie 

iŶfƌaƌouge eŶ se ďasaŶt suƌ l͛ĠǀolutioŶ de la bande 3010 cm-1 qui correspond aux doubles 

liaisons éthyléniques (Guillen and Cabo, 2000) (Figure 4:13). 

 

 

Figure 4:13 Evolution en fonction du temps des lipides totaux du CPLP par spectroscopie infrarouge 
(FTIR) 

 

Les pics du spectre au niveau de 3010 cm-1 ont été présentés dans la Figure 4:14. Les 

résultats obtenus montrent que quelque soit le conditionnement, les lipides totaux sont plus 

staďles faĐe auǆ phĠŶoŵğŶes d͛oǆǇdatioŶ eŶ ĐoŵpaƌaisoŶ aǀeĐ l͛huile de sauŵoŶ Ƌui 

commence à se dĠstaďiliseƌ au ďout de ϯϬ jouƌs de stoĐkage sous aiƌ. D͛autƌe paƌt, l͛huile de 

sauŵoŶ ƌeste ĠgaleŵeŶt tƌğs staďle sous azote. Il est tƌğs iŵpoƌtaŶt de Ŷoteƌ Ƌu͛il Ŷ͛Ǉ a pas 

eu d͛ajout d͛aŶtioǆǇdaŶt daŶs les ĠĐhaŶtilloŶs testĠs et leuƌ staďilitĠ est due en partie à leurs 

antioxydants intrinsèques (tocophérol et astaxanthine). Ces résultats obtenus ont été 

ĐoŶfiƌŵĠs paƌ d͛autƌes teĐhŶiƋues peƌŵettaŶt d͛Ġǀalueƌ l͛oǆǇdatioŶ des lipides Đoŵŵe le 

dosage des diènes conjugués par spectrophotométrie et le calcul de l͛iŶdiĐe de polǇğŶes 

(EPA+DHA/C16) en fonction du temps (Belhaj et al., 2010). Les résultats de cette étude 
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montrent une stabilité accrue des lipides totaux contenant des lipides polaires, 

naturellement riches en AGPI-LC.  

 

Figure 4:14 Suivi de l͛ĠvolutioŶ des douďles liaisoŶs cis aux alentours de 3010 cm-1 des lipides 
totaux du CPLP ( ) ĐoŵpaƌĠ à l͛huile de sauŵoŶ ( ) 

 

4.1.3 Caractérisation de la partie peptidique du CPLP 

L͛hǇdƌolǇse eŶzǇŵatiƋue des pƌotĠiŶes des tġtes de sauŵoŶ peƌŵet l͛oďteŶtioŶ d͛uŶ 

hydrolysat peptidique avec des propriétés fonctionnelles intéressantes sur le plan industriel, 

notamment en ce qui concerne la solubilité (Chalamaiah et al., 2010; Kristinsson and Rasco, 

2000). Il est eŶ effet iŶtĠƌessaŶt de ĐoŶstateƌ Ƌue la fƌaĐtioŶ d͛hǇdƌolǇsats peptidiƋues 

présente une soluďilisatioŶ iŶstaŶtaŶĠe apƌğs Ġtape de ĐeŶtƌifugatioŶ peƌŵettaŶt d͛ĠliŵiŶeƌ 

la fraction lipidique et le CPLP. L͛hǇdƌolǇsat pƌotĠiƋue soluďle oďteŶu Đoŵŵe Đo-produit de 

l͛eǆtƌaĐtioŶ du CPLP ĐoŶtieŶt uŶe gƌaŶde ƋuaŶtitĠ d͛azote total de ϭϭ,ϴϲ g d͛azote/ϭϬϬg de 

poudre. Des résultats similaires sur des hydrolysats de saumon ont été obtenus par 

Gbogouri et al., (2006). Le CPLP contient une fraction protéique plus dense liée fortement à 

une fraction lipidique composée principalement de lipides polaires. 

4.1.3.1 Composition physicochimique des hydrolysats protéiques du CPLP 

Le CPLP ĐoŶtieŶt uŶe teŶeuƌ eŶ azote totale de ϭϯ,ϭ g d͛azote/ϭϬϬ g et ϯ,ϱ % d͛azote ŶoŶ 

pƌotĠiƋue ;pƌĠĐipitĠ au TCA à ϭϱ%Ϳ. Ces ƌĠsultats soŶt eŶ aĐĐoƌd aǀeĐ l͛Ġtude ƌĠalisĠe par 

Gbogouri (2005) qui a retrouvé une teneur équivalente de 82,3% en protéines (x 6,25) dans 

l͛hǇdƌolǇsat de tġtes de sauŵoŶ (Gbogouri, 2005). Le CPLP soluďilisĠ daŶs de l͛eau, ĐoŶduit à 

une teneur en protéines solubles de ϯϮ,ϯϯ% eŶ ƌaisoŶ de soŶ degƌĠ d͛hǇdƌolǇse peu ĠleǀĠ 

(DH < 12%) (Tableau:4:11).  
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Tableau:4:11 TeŶeuƌ eŶ azote total de l͛hǇdƌolǇsat peptidiƋue et du CPLP oďteŶus après hydrolyse 
enzymatique des têtes de saumon 

 
g de NT/100g de poudre équivalent protéique (%) 

 
Moyenne ET Moyenne ET 

Azote total CPLP 13,10 0,18 81,88 1,31 

Azote non protéique précipité au TCA à 15% 3,50 0,06 - - 

Azote total (partie soluble dans l'eau distillée) 5,17 0,12 32,33 0,87 

Azote total de l'hydrolysat protéique soluble  
(co-produit) 

11,86 0,24 - - 

NT : azote total 

 

Dans le but de déterminer la granulométrie de la fraction « lourde » du CPLP, nous avons 

aŶalǇsĠ la distƌiďutioŶ de taille des paƌtiĐules soluďilisĠes daŶs l͛eau distillée à 0,5%. Sur 12 

répétitions, nous avons obtenu une distribution de taille variant de 16 à 59 µm avec une 

taille moyenne de 90 µm (Figure 4:15). 

 

Figure 4:15 DistƌiďutioŶ de taille des paƌtiĐules de CPLP soluďilisĠ daŶs l͛eau distillĠe 

4.1.3.2 Détermination de la taille des peptides en SDS-PAGE 

Nous nous sommes ensuite intéressés à la détermination, par SDS-PAGE, de la taille des 

peptides soluďles issus de l͛hǇdƌolǇse peptidiƋue ;CPLPͿ soluďilisĠ daŶs l͛eau distillĠe à Ϭ,ϱ%, 

puis centrifugé. Des marqueurs de taille variant de 7 à 175 kDa ont été utilisés pour 

identifier la taille des peptides solubles. Les résultats obtenus (Tableau 4:15) montrent que 

la majorité des peptides de la partie soluble ont une taille inférieure à 7 kDa.  
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Figure 4:16 : Photo du gel d͛Ġlectrophorèse obtenu 

 

4.1.3.3 Identification des acides aminés 

Les compositions en acides aminés des protéines du CPLP total, du CPLP soluble à 0,5% dans 

l͛eau distillĠe, du culot obtenu après centrifugation du CPLP solubilisé et de l͛hǇdƌolǇsat 

soluble (co-pƌoduit de l͛hǇdƌolǇse eŶzǇŵatiƋueͿ soŶt pƌĠseŶtĠes daŶs le Tableau 4:12. 

 

Tableau 4:12 Composition en acides aminés de différentes fractions peptidiques provenant de 
l͛hǇdƌolǇse eŶzǇŵatiƋue des têtes de saumon 

Acides aminés CPLP total Hydrolysat co-produit CPLP soluble CPLP culot 

  nmole/mg % nmole/mg % nmole/mg % nmole/mg % 

ASN 606,49 11,44 341,44 8,5 656,52 11,41 197,02 13,22 

GLU 713,83 13,47 418,17 10,41 782,82 13,6 185,69 12,46 

SER 290,26 5,48 152,63 3,8 286,47 4,98 89,75 6,02 

GLY 822,5 15,52 747,58 18,6 1156,45 20,09 154,8 10,39 

HIS nq nq 22,93 0,57 nq nq nq nq 

ARG 369,15 6,96 243,9 6,07 382,04 6,64 94,84 6,36 

THR 324,2 6,12 260,78 6,49 343,31 5,97 94,6 6,35 

ALA 578,68 10,92 427,64 10,64 620,02 10,77 117,13 7,86 

PRO 367,39 6,93 295,16 7,35 498,99 8,67 68,8 4,62 

TYR 92,43 1,74 80,95 2,01 64,45 1,12 44,02 2,95 

VAL 175,77 3,32 167,62 4,17 147,45 2,56 78,29 5,25 

MET 106,07 2 124,4 3,1 89,07 1,55 45,44 3,05 

ILE 162,29 3,06 238,42 5,93 188,44 3,27 88,23 5,92 

LEU 280,66 5,29 188,79 4,7 228,21 3,97 102,32 6,86 

PHE 144,35 2,72 109,29 2,72 99,99 1,74 61,34 4,12 

LYS 266,45 5,03 198,77 4,95 210,9 3,66 68,26 4,58 

nq : non quantifiable 

Lot 2010 Lot de 2006 Lot de 2008 
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Les Ƌuatƌe fƌaĐtioŶs d͛hǇdƌolǇsats issus du pƌoĐĠdĠ eŶzǇŵatiƋue pƌĠseŶteŶt 

appƌoǆiŵatiǀeŵeŶt la ŵġŵe ĐoŵpositioŶ eŶ aĐides aŵiŶĠs, à l͛eǆĐeptioŶ de l͛hǇdƌolǇsat 

(co-produit) Ƌui ĐoŶtieŶt de l͛histidiŶe, eŶ plus des autƌes aĐides aŵiŶĠs. La comparaison des 

acides aminés obtenus correspond à la composition classique des hydrolysats de saumon. En 

effet, une étude effectuée par Pei et ses collaborateurs (2010) sur des peptides isolés à 

partir du saumon kéta (Oncorhynchus keta), a montré que sa composition en acides aminés 

est très proche de celle du CPLP (Pei et al., 2010). Le saumon kéta comporte en plus du CPLP 

de l͛aĐide aspaƌtiƋue et de l͛hǇdƌoǆǇpƌoliŶe. Les pƌopƌiĠtĠs des peptides ŵaƌiŶs dĠpeŶdeŶt 

essentiellement de leur composition en acides aminés. Comme indiqué dans la partie 

bibliographique, certains aĐides aŵiŶĠs Đoŵŵe l͚aƌgiŶiŶe, la pƌoliŶe, l'histidiŶe, la tǇƌosiŶe 

et la lysine présentent une activité antioxydante doŶt les ŵĠĐaŶisŵes d͛aĐtioŶ ƌesteŶt peu 

connus (Kawashima et al., 1979). Le Tableau:4:13 présente les hydrolysats peptidiques issus 

de deux productions différentes, une production récente de 2011 et une production 

aŶtĠƌieuƌe de ϮϬϬϲ effeĐtuĠe peŶdaŶt l͛optiŵisatioŶ de la ƌĠaĐtioŶ d͛hǇdƌolǇse eŶzǇŵatiƋue 

de têtes de saumon. Cette comparaison met en évidence le fait que la composition en acides 

aminés est très proche en termes de pourcentages. Toutefois, nous retrouvons en faible 

concentration, en plus des acides aminés communs, la cystéine et le tryptophane dans 

l͛hǇdƌolyse des têtes de saumon de 2006.  

Tableau:4:13 Comparaison de la composition en acides aminés de l͛hǇdƌolǇsat soluďle de tġte de 
saumon (co-produit) avec celui de Gbogouri (2006) 

Acides aminés 
Hydrolysat  

(co-produit) 2011 

Hydrolysat  

(co-produit) 2006 

 
nmole/mg % nmole/mg % 

ASX 341,44 8,5 838 14,56 

GLX 418,17 10,41 790,6 13,74 

SER 152,63 3,8 287,8 5 

GLY 747,58 18,6 848,6 14,75 

HIS 22,93 0,57 127 2,21 

ARG 243,9 6,07 299,6 5,21 

THR 260,78 6,49 253,3 4,4 

ALA 427,64 10,64 553,1 9,61 

PRO 295,16 7,35 257,5 4,47 

TYR 80,95 2,01 146,8 2,55 

VAL 167,62 4,17 258,8 4,5 

MET 124,4 3,1 118,7 2,06 

CYS nq nq 68,6 1,19 
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Acides aminés 
Hydrolysat  

(co-produit) 2011 

Hydrolysat  

(co-produit) 2006 

ILE 238,42 5,93 191,6 3,33 

LEU 188,79 4,7 363,6 6,32 

PHE 109,29 2,72 171 2,97 

LYS 198,77 4,95 178 3,09 

TRP nq nq 1,7 0,03 

nq : non quantifiable 

 

4.1.3.4 Protéomique 

L͛Ġtude de la pƌotĠoŵiƋue d͛uŶ ŵatĠƌiel ďiologiƋue peƌŵet, ŶoŶ seuleŵeŶt de suiǀƌe le 

développement au niveau moléculaire des espèces étudiées, mais aussi de mieux 

ĐoŵpƌeŶdƌe les ŵĠĐaŶisŵes d͛aĐtioŶ des ŵĠdiĐaŵeŶts eŵploǇĠs daŶs le tƌaiteŵeŶt des 

maladies actuelles et répandues comme le cancer et les maladies neurodégénératives (Forné 

et al., 2010). DaŶs le ďut d͛ideŶtifieƌ les séquences peptidiques poƌteuses d͛uŶe Ġventuelle 

activité physiologique dans l͛hǇdƌolǇsat de sauŵoŶ, deuǆ aŶalǇses oŶt ĠtĠ effeĐtuĠes. UŶe 

aŶalǇse Ƌualitatiǀe ĐoŶsistaŶt eŶ uŶe pƌeŵiğƌe iŶjeĐtioŶ de ϭϬ μL ;ϭ,ϱ ŵg/ŵLͿ d͛hǇdƌolǇsat 

peptidique en spectrométrie de masse LTQ-Orbitrap, nous a permis de faire un screening 

des peptides entre 100-10000 m/z. La distribution qualitative des peptides en fonction de 

leurs masses analysées par le logiciel Peaks 5.3, nous a révélé la présence de 15998 peptides 

avec une masse moyenne de 1139 Da. Cependant, le nombre de peptides retrouvés est très 

ĠleǀĠ et eŵpġĐhe l͛aďoutisseŵeŶt de l͛aŶalǇse paƌ les logiĐiels de dĠteĐtioŶ. L͛aŶalǇse des 

spectres a été effectuée par le module De novo du logiciel Peaks. 

UŶe deuǆiğŵe aŶalǇse de l͛hǇdƌolǇsat est effeĐtuĠe daŶs les ŵêmes conditions de volume et 

de conĐeŶtƌatioŶ d͛hǇdƌolǇsat iŶjeĐtĠ. CepeŶdaŶt l͛iŶteƌǀalle de la ŵasse/Đhaƌge est fiǆĠ 

entre 350 et 10000. Cette analyse permet donc de détecter 6991 composés. L'identification 

de pƌotĠiŶes, à l͛oƌigiŶe de Đes peptides dĠteĐtés, est réalisée dans un premier temps à l'aide 

du moteur de recherche Mascot contre la base de données NCBInr_Chordata (NCBInr 326, 

01/06/2011, chordata = 1377435 seq). Le sĐoƌe d͛uŶe pƌotĠiŶe ƌepƌĠseŶte le seuil de 

sigŶifiĐatiǀitĠ Ġtaďli pouƌ Ƌu͛uŶe pƌotéine soit retenue et par conséquent identifiée. La 

moyenne des scores de degré de confiance pour chaque acide aminé proposé permet de 

filtrer les peptides présentant un score inférieur à la limite fixée. Ainsi, une protéine est 

identifiée si elle possède au moins un peptide dont le score est supérieur au seuil de 
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signification (score >59, p<0.04). Une analyse du taux de faux positif est réalisée en parallèle 

;FD‘, False DisĐoǀeƌǇ ‘ateͿ. AiŶsi, Đes Đƌitğƌes d͛ideŶtifiĐatioŶ assuƌeŶt la peƌtiŶeŶĐe des 

résultats obtenus. Les ƌĠsultats de l͛ideŶtifiĐatioŶ des pƌotĠiŶes soŶt ƌĠĐapitulĠs daŶs le 

Tableau 4:14 ci-dessous, qui présente 27 protéines natives reconnues dans le CPLP et par 

conséquent dans la tête de saumon. 

 

Tableau 4:14 Récapitulatif de l'ensemble des protéines identifiées dans NCBInr_Chordata avec le 
moteur de recherche Mascot 

Groupe de 
protéines 

Description 
Score 

(%) 
Masse  

1 collagen 1a1 [Oncorhynchus mykiss] 516 137032 

2 collagen a3 (I) [Oncorhynchus mykiss] 144 137672 

3 myosin regulatory light chain 2 [Salmo salar] 130 18983 

4 type I collagen alpha 2 chain [Oncorhynchus keta] 123 125883 

5 collagen alpha-2 (I) chain precursor [Oncorhynchus mykiss] 123 126908 

6 actin, alpha cardiac muscle 1 [Xenopus laevis] 116 41989 

7 RecName: Full=Actin, cytoplasmic 116 41678 

8 type I collagen alpha 2 chain [Oncorhynchus keta] 114 126367 

9 glyceraldehyde phosphate dehydrogenase [Oncorhynchus mykiss] 107 36251 

10 
PREDICTED: sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 1-like 
isoform 1 [Ailuropoda melanoleuca] 

100 109950 

11 collagen 1a [Salmo salar] 96 34995 

12 
PREDICTED: POTE ankyrin domain family member I isoform 1 [Pan 
troglodytes] 

95 121142 

13 sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 1A [Makaira nigricans] 95 108710 

14 
PREDICTED: similar to calcium-transporting ATPase [Monodelphis 
domestica] 

95 116130 

15 ATPase, Ca++ transporting, cardiac muscle, slow twitch 2 [Xenopus laevis] 91 109403 

16 myosin heavy chain [Oncorhynchus keta] 83 222016 

17 myosin, heavy polypeptide 2, fast muscle specific [Danio rerio] 83 221742 

18 myosin heavy chain fast skeletal type 3 [Hypophthalmichthys molitrix] 81 221713 

19 fast skeletal myosin heavy chain isoform mMYH-11 [Oryzias latipes] 81 221614 

20 sarcoplasmic reticulum Ca2+ ATPase Mt-SERCA2 [Molgula tectiformis] 76 109966 

21 glycogen phosphorylase, muscle form [Salmo salar] 74 97423 

22 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase [Dicentrarchus labrax] 72 35870 

23 enolase 3-2 [Salmo salar] 72 47257 

24 myosin light chain 1-1 [Salmo salar] 67 20988 

25 Troponin C, skeletal muscle [Salmo salar] 66 18227 

26 RecName: Full=Collagen alpha-2 (I) chain 65 127567 

27 Nucleoside diphosphate kinase A [Salmo salar] 60 17081 

PREDICTED : Similaire à la protéine identifiée ; cependant la détection de la masse de cette protéine prouve bien 

son existence dans le CPLP 

 

Généralement, un certain nombre de protéines homologues sont susceptibles de partager 

les mêmes peptides identifiés. Ces protéines redondantes sont automatiquement 
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regroupées et ne sont donc pas initialement affichées dans le tableau de résultats. Les 

protéines au sein d'un groupe sont classées en fonction de leur score puis en fonction de 

leur couverture de séquence par celles des peptides identifiés. La protéine en tête d'un 

groupe devient la protéine référence (master protein) et est affichée par défaut dans le 

tableau de résultats. La taxonomie reliée à la protéine identifiée ne correspond pas 

forcément au saumon (Salmo salarͿ ŵais à d͛autƌes espğĐes ĐoŶteŶaŶt uŶe pƌotĠiŶe 

hoŵologue aǀeĐ uŶe lĠgğƌe diffĠƌeŶĐe. D͛autƌe paƌt, les ƌĠsultats oďteŶus soŶt ĠgaleŵeŶt 

analysés par deux modules différents du logiciel Peaks Studio ; Peaks DB et inChorus 3.5. Le 

tableau de résultats d'identification effectué par le module Peaks DB n'est pas présenté car il 

faudra retenir l'analyse InChorus (ci-après) qui combine avantageusement les résultats 

d'identification de Peaks DB et de Mascot. En effet, InChorus utilise un modèle probabiliste 

afin de combiner les résultats d'identification de peptides de plusieurs moteurs de 

recherche, en l'occurrence dans cette analyse : Mascot 2.2.07 et Peaks DB. Les résultats de 

cette analyse combinée sont représentés dans le Tableau 4:15 retrouvé ci-dessous. 

 

Tableau 4:15 Récapitulatif de l'ensemble des protéines identifiées dans NCBInr_Chordata avec le 
module InChorus combinant les moteurs de recherche Peaks DB et Mascot 

Groupe de 
protéines 

Description 
Score 

(%) 
Masse 

1 Collagen 1a1 [Oncorhynchus mykiss] 99,21 137117 

2 Fast myotomal muscle actin [Salmo salar] 99,17 41932 

3 Collagen alpha-2(I) chain precursor [Oncorhynchus mykiss] 99,14 126985 

4 Type I collagen alpha 2 chain [Oncorhynchus keta] 99,13 126443 

5 Myosin heavy chain [Oncorhynchus keta] 99,05 222153 

6 Creatine kinase-2 [Salmo salar] 98,87 39470 

7 Collagen a 3(I) [Oncorhynchus mykiss] 98,84 137758 

8 Collagen 1a [Salmo salar] 98,69 35016 

9 
PREDICTED: sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 1-like 
isoform 2 [Ailuropoda melanoleuca] 

98,47 109208 

10 Glyceraldehyde phosphate dehydrogenase [Oncorhynchus mykiss] 97,89 7035481 

11 Myosin regulatory light chain 2 [Salmo salar] 97,79 18996 

12 Glycogen phosphorylase, muscle form [Salmo salar] 97,67 97485 

13 Nucleoside diphosphate kinase A [Salmo salar] 84,25 17092 

14 Troponin C, skeletal muscle [Salmo salar] 81,75 18239 

15 Enolase 3-1 [Salmo salar] 81,6 47246 

16 Hemoglobin subunit beta [Salmo salar] 70,85 16124 

17 Parvalbumin beta-1 [Salmo salar] 66,48 11901 

18 Unnamed protein product [Oikopleura dioica] 65,23 140061 

19 Histone cluster 2, H2ab [Danio rerio] 59,52 13631 

20 Hemoglobin subunit beta-1 [Salmo salar] 61,73 16016 
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Groupe de 
protéines 

Description 
Score 

(%) 
Masse 

21 Unnamed protein product [Tetraodon nigroviridis] 61,63 351956 

22 Adenylate kinase [Salmo salar] 61,61 21288 

23 Myosin, light polypeptide 3-1 [Salmo salar] 58,05 21001 

24 Alpha-globin [Salmo salar] 55,94 15142 

25 Collagen type I alpha 3 chain [Dicentrarchus labrax] 51,66 137004 

26 L-lactate dehydrogenase A chain [Salmo salar] 50,9 36327 

 

4.2 Effet des fractions lipidique et peptidiƋue du CPLP suƌ l͛aŶǆiĠtĠ et le stƌess 

oxydant 

4.2.1 Suivi pondéral des souris en fonction du régime administré 

Durant la période de traitement, les souris ont été pesées à J0, J4, J8 et J12 dans le but de 

suiǀƌe l͛effet des pƌoduits adŵiŶistƌĠs ;lipides totaux du CPLP, hydrolysat du CPLP et du 

complexe total), à deux doses différentes, sur le poids des animaux. La distribution des 

données relatives au poids des animaux est non paramétrique, ce qui nous amène à utiliser 

le test de Kruskal Wallis pour analyser les données. Le test de Mann-Withney est ensuite 

utilisé pour comparer, deux à deux, les différents groupes.  

Dose 1 : Le test de Kƌuskal Wallis ƌĠǀğle Ƌu͛auĐuŶ tƌaiteŵeŶt Ŷ͛affeĐte le poids des souƌis à 

J0, J4, J8 et J12 comparé aux contrôles (Tableau 4:16). 

 

 Tableau 4:16 Médianes et interquartiles relatifs au suivi pondéral des souris traitées et des souris 
contrôles (n=10) pendant 14 jours de traitement avec la dose 1 

Variables 
Groupes 

Contrôle Hydrolysat Lipides Complexe 

Poids J0 (g) 
36,9 

(35,3 – 38,4) 

37,1 

(36,0 – 38,2) 

37,6 

(35,8 – 39,2) 

37,1 

(36,0 – 39,0) 

Poids J4 (g) 
38,6 

(37,0 – 39,3) 

38,3 

(37,3 – 39,4) 

39,1 

(37,5 – 39,6) 

39,3 

(37,6 – 40,7) 

Poids J8 (g) 
39,1 

(38,2 – 40,1) 

38,9 

(38,4 – 39,6) 

39,4 

(37,7 – 41,3) 

39,5 

(39,0 – 41,0) 

Poids J12 (g) 
39,1 

(38,1 – 39,8) 

39,1 

(38,4 – 40,2) 

39,7 

(38,5 – 40,7) 

39,8 

(38,2 – 41,7) 

 

 Dose 2 : Le test de Kruskal Wallis effectué a montré que les traitements ont un effet 

significatif à J0 (H = 8.666 ; p = 0,0341) et à J4 (H = 11,926 ; p = 0,0076), à l ͚iŶǀeƌse de Jϴ ;H = 

5,289 et p = 0,1512), et J12 (H = 4,076 ; p = 0,2533). Quelque soit le produit administré, le 
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test de Mann-Withney réalisé à postériori Ŷe ŵoŶtƌe pas d͛effet sigŶifiĐatif à JϬ. CepeŶdaŶt, 

à J4, le test de Mann-WithŶeǇ peƌŵet, de ŵettƌe eŶ ĠǀideŶĐe le fait Ƌue l͛hǇdƌolǇsat et les 

lipides aient un effet de retardement de la prise de poids des souƌis jusƋu͛à Jϰ ;Tableau 

4:17). DaŶs la littĠƌatuƌe, l͛hǇdƌolǇsat peptidiƋue pƌĠseŶte uŶ effet de satiĠtĠ Ƌui peut 

expliquer le retardement de la prise de poids (Greenough et al., 1998). Paƌ ailleuƌs, l͛effet de 

retardement de la prise de poids dans le cas du régime lipidique reste non expliqué. 

 

Tableau 4:17 Médianes et interquartiles relatifs au suivi pondéral des souris traitées et des souris 
contrôles (n=10) pendant 14 jours de traitement avec la dose 2 

Variables 
Groupes 

Contrôle Hydrolysat Lipides Complexe 

Poids J0 (g) 
38,7 

(37,0 – 40,3) 

37,5 

(36,1 – 38,9) 

37,8 

(37,2 – 39,6) 

39,8 

(40,0 – 42,5) 

Poids J4 (g) 
40,9 

(39,7 – 42,1) 

37,55 ** 

(36,7 – 38,9) 

37,7 * 

(36,7 – 39,6) 

39,8 

(39,3 – 41,) 

Poids J8 (g) 
40,6 

(39,5 – 42,3) 

38,6 

(36 – 40,5) 

38,7 

(38,0 - 41,2) 

40,2 

(39,1 – 40,7) 

Poids J12 (g) 
40,5 

(39,5 – 42,0) 

39,9 

(39,1 – 40,4) 

39,2 

(38,2 – 41,5) 

41,3 

(40,0 - 42,1) 

 

4.2.2 Etude comportementale : EvaluatioŶ de l͛effet des tƌaiteŵeŶts suƌ l͛aŶǆiĠtĠ.  

4.2.2.1 Evolution des variables permettant de détecter un effet anxiolytique  

L͛effet aŶǆiolǇtiƋue-like d͛uŶ pƌoduit est ŵis eŶ ĠǀideŶĐe paƌ l͛ĠǀaluatioŶ de ǀaƌiaďles Ƌui 

peƌŵetteŶt de disĐƌiŵiŶeƌ l͛aŶǆiĠtĠ daŶs des tests ĐoŵpoƌteŵeŶtauǆ. Les taďleauǆ ci-

dessous, présentent les variables que nous avons utilisées ainsi que leur évolution dans le 

Đas d͛uŶe diŵiŶutioŶ de l͛aŶǆiété. Afin de valider les différents tests, un groupe de souris 

(n=8) a été traité avec un anxiolytique de référence, le diazépam (1,5 mg/kg per os) (Tableau 

4:18 et Tableau 4:19).  
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Tableau 4:18 EvolutioŶ des vaƌiaďles liĠes à la diŵiŶutioŶ de l͛aŶǆiĠtĠ  

  Latence Tentatives % Entrées 
% Temps 

cumulé 

Labyrinthe en croix 
L͛aŶǆiĠtĠ diŵiŶue 

ƋuaŶd… 
Diminution Diminution Augmentation Augmentation 

Chambre claire- 

obscure 

L͛aŶǆiĠtĠ diŵiŶue 

ƋuaŶd… 
Diminution Diminution Augmentation Augmentation 

Latence : temps en seconde au bout duquel la souris entre pour la première fois dans un bras ouvert ; 

Tentatives : Ŷoŵďƌe de teŶtatives d’eŶtƌĠe de la souƌis daŶs les zoŶes aŶǆiogğŶes ; % Entrées : pourcentage du 

Ŷoŵďƌe d’eŶtƌĠes effeĐtuĠes paƌ la souƌis daŶs les zoŶes aŶxiogènes; % Temps cumulé : pourcentage des temps 

cumulés durant lesquels la souris se trouve dans les zones anxiogènes ; *p < 0,05 ; **p < 0,01 ; ***p < 0,001 

 

Tableau 4:19 EvolutioŶ des vaƌiaďles liĠes à la diŵiŶutioŶ de l͛aŶǆiĠtĠ  

Planche à trous 
Temps cumulé dans la 

zone périphérique (ZP) 

Temps cumulé dans la 

zone médium 

Nombre de trous 

explorés 

L͛aŶǆiĠtĠ diŵiŶue 

ƋuaŶd… 
Augmentation 

Diminution au profit de 

ZP 
Augmentation 

 

4.2.2.2 Tests comportementaux  

4.2.2.2.1 Dose aigüe à J0  

4.2.2.2.1.1 Labyrinthe en croix surélevé 

EŶ plus des Ƌuatƌe ǀaƌiaďles utilisĠes daŶs l͛Ġtude de l͛aŶǆiĠtĠ ;Taďleauϭ:ϯͿ, le Ŷoŵďƌe 

d͛eŶtƌĠes daŶs les ďƌas feƌŵĠs ;BFͿ est ĠgaleŵeŶt ŶotĠ Đoŵŵe iŶdiĐateuƌ iŶdiƌeĐt de 

l͛aĐtiǀitĠ loĐoŵotƌiĐe.  

Dose 1 : Une ANOVA à 1 facteur réalisée pour traiter les résultats obtenus, révèle un effet 

significatif des traitements sur le temps de latence, les tentatives et le temps cumulé passé 

sur les bras ouverts (BO). Le test à postériori de Fischer est, par conséquent, réalisé et révèle 

que les lipides (p = 0,0292) ont un effet mais, peu significatif sur le nombre de tentatives 

d͛eŶtƌĠe de la souƌis dans les BO (Tableau 4:20). 
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Tableau 4:20 MoǇeŶŶe et ĠĐaƌt à la ŵoǇeŶŶe des vaƌiaďles ĠvaluaŶt l͛aŶǆiĠtĠ gƌâĐe au test du 
labyrinthe en croix chez des souris traitées et sur le groupe contrôle (n=10) par la dose 1 à J0 

Variables 
Groupes 

Contrôle Hydrolysat Lipides Complexe Diazépam 

Latence (s) 135,9 ± 18,8 118,5 ± 18,1 140 ± 19,3 121,9 ± 20,6 
60,1 ± 6,4 

** 

Tentatives 6,9 ± 1,2 4,8 ± 1,1 
3,9 ± 0,8 

* 
5,5 ± 0,9 

0,5 ± 0,2 

*** 

Entrées BF 7,6 ± 0,7 7,1 ± 0,7 6,7 ± 1,3 8,3 ± 0,9 9,9 ± 0,9 

% Entrées BO 10,7 ± 5,6 18,2 ± 6,0 16,0 ± 5,8 16,1 ± 4,3 27,0 ± 1,2 

% Temps cumulé BO 6,7 ± 4,7 13,6 ± 4,9 9,3 ± 4,2 10,9 ± 3,4 
29,1 ± 5,7 

** 

Latence : temps en seconde au bout duquel la souris entre pour la première fois dans un bras ouvert ; 

Tentatives : Ŷoŵďƌe de teŶtatives d’eŶtƌĠe daŶs les ďƌas ouveƌts effeĐtuĠes paƌ la souƌis ; Entrées BF : nombre 

de fois que la souris entre dans un bras fermé ; % Entrées BO : pouƌĐeŶtage du Ŷoŵďƌe d’eŶtƌĠes effeĐtuĠes paƌ 
la souƌis daŶs les ďƌas ouveƌts paƌ ƌappoƌt auǆ Ŷoŵďƌes d’eŶtƌĠes daŶs les ďƌas feƌŵĠs ; % Temps cumulé BO : 

pourcentage des temps cumulés durant lesquels la souris se trouve dans les bras ouverts par rapport au temps 

passé dans les bras fermés ; *p < 0,05 ; **p < 0,01 ; ***p < 0,001  
 

Nous pouǀoŶs doŶĐ ĐoŶĐluƌe Ƌu͛uŶe dose uŶiƋue de CPLP ;dose ϭͿ Ŷe diŵiŶue pas 

sigŶifiĐatiǀeŵeŶt l͛aŶǆiĠtĠ Đhez les souƌis ƋuelƋue soit le traitement administré. 

Dose 2 : L͛ANOVA à ϭ faĐteuƌ ƌĠǀğle Ƌue les tƌaiteŵeŶts oŶt uŶ effet sigŶifiĐatif suƌ le teŵps 

de lateŶĐe, suƌ les teŶtatiǀes, suƌ le pouƌĐeŶtage d͛eŶtƌĠes daŶs les BO et suƌ le pouƌĐeŶtage 

de teŵps ĐuŵulĠ passĠ daŶs les BO. Ces ƌĠsultats Ŷous oŶt peƌŵis d͛effeĐtuer le test à 

postériori de FisĐheƌ Ƌui ƌĠǀğle d͛uŶe paƌt Ƌue l͛hǇdƌolǇsat ƌĠduit significativement le temps 

de latence des animaux (p = 0,0093) suivi en deuxième position par les lipides totaux du 

CPLP (p = 0,0479). De plus, l͛hǇdƌolǇsat et le Đoŵpleǆe ƌĠduisent significativement le nombre 

de teŶtatiǀes d͛eŶtƌĠe daŶs les ďƌas ouǀeƌt ;ƌespeĐtiǀeŵeŶt p = 0,0025 ; p = 0,0057), alors 

Ƌu͛aǀeĐ l͛hǇdƌolǇsat, les lipides augŵeŶteŶt sigŶifiĐatiǀeŵeŶt le pouƌĐeŶtage d͛eŶtƌĠes daŶs 

les BO (respectivement p = 0,0046 ; p = 0,0060), et le pourcentage de temps cumulé passé 

dans les BO (respectivement p = 0,0477 ; p = Ϭ,ϬϯϮϮͿ. Il est ĠgaleŵeŶt à Ŷoteƌ Ƌu͛auĐuŶ des 

traitements ne pƌĠseŶte uŶ effet sigŶifiĐatif suƌ le Ŷoŵďƌe d͛eŶtƌĠes daŶs les BF. 

Le Tableau 4:21 suiǀaŶt ƌĠĐapitule la ŵoǇeŶŶe et l͛ĠĐaƌt staŶdaƌd à la ŵoǇeŶŶe des ǀaƌiaďles 

citées ci-dessus et la significativité des résultats. Pour tous les groupes nous avons utilisé un 

effectif de n=10 sauf pour le diazépam (n = 8). 
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Tableau 4:21 Moyenne et écart à la moyenne des animaux traités et contrôles (n=10) des variables 
ĠvaluaŶt l͛aŶǆiĠtĠ paƌ le test du laďǇƌiŶthe eŶ Đƌoiǆ à la dose Ϯ à JϬ 

Variables 
Groupes 

Contrôle Hydrolysat Lipides Complexe Diazépam 

Latence (s) 156,1 ± 13,3 
94,3 ± 17,0 

** 

109,9 ± 19,1 

* 
135,9 ± 19,8 

44,6 ± 3,6  

*** 

Tentatives 13,3 ± 1,3 
8,0 ± 0,8 

** 
10,1 ± 1,1 

8,5 ± 1,6 

** 

1,4 ± 0,6 

*** 

Entrées BF 5,2 ± 0,8 5,6 ± 0,7 7,1 ± 0,8 5,3 ± 0,7 
9,5 ± 0,8 

** 

% Entrées BO 4,9 ± 2,2 
24,1 ± 5,0 

** 

23,5 ± 4,5 

** 

13,9 ± 6,5 

** 
25,3 ± 2.9 

% Temps cumulé BO 2,6 ± 1,4 
13,4 ± 3,4 

* 

14,3 ± 4,5 

* 
11,4 ± 5,6 

23,0 ± 5,5 

** 

Latence : temps en seconde au bout duquel la souris entre pour la première fois dans un bras ouvert ; 

Tentatives : Ŷoŵďƌe de teŶtatives d’eŶtƌĠe daŶs les ďƌas ouverts effectuées par la souris ; Entrées BF : nombre 

de fois que la souris entre dans un bras fermé ; % Entrées BO : pouƌĐeŶtage du Ŷoŵďƌe d’eŶtƌĠes effeĐtuĠes paƌ 
la souƌis daŶs les ďƌas ouveƌts paƌ ƌappoƌt auǆ Ŷoŵďƌes d’eŶtƌĠes daŶs les ďƌas feƌŵĠs ; % Temps cumulé BO : 

pourcentage des temps cumulés durant lesquels la souris se trouve dans les bras ouverts par rapport au temps 

passé dans les bras fermés ;*p < 0,05 ; **p < 0,01 ; ***p < 0,001  
 

EŶ ĐoŶĐlusioŶ paƌtielle, Ŷous ƌeŵaƌƋuoŶs Ƌu͛eŶ aigüe à douďle dose les traitements agissent 

daŶs le seŶs d͛uŶe diŵiŶutioŶ de l͛aŶǆiĠtĠ et paƌtiĐuliğƌeŵeŶt l͛hǇdƌolǇsat. Cependant, 

l͛hǇdƌolǇsat peptidiƋue de tġtes de sauŵoŶ Ŷe seŵďle pas agiƌ suƌ l͛aĐtiǀitĠ locomotrice, qui 

doit ġtƌe ĐoŶfiƌŵĠ paƌ l͛Openfield. 

4.2.2.2.1.2 L’Openfield 

DaŶs Đe test, les deuǆ ǀaƌiaďles pƌiŶĐipales ĠtudiĠes pouƌ Ġǀalueƌ l͛aĐtiǀitĠ loĐoŵotƌiĐe soŶt: 

le nombre de locomotion totale (cases centrales + cases médium + cases périphériques) et le 

nombre de redressement.  

Dose 1 : Le test statistique, de type ANOVA à 1 facteur, ne révèle aucune différence 

significative entre les groupes traités et le groupe contrôle, que ce soit au niveau du nombre 

de loĐoŵotioŶs ou d͛eǆploƌatioŶs ǀeƌtiĐales des souƌis. Les résultats de ce test permettant 

d͛Ġǀalueƌ l͛effet stimulant du CPLP sont montrés dans le Tableau 4:22. 
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Tableau 4:22 Moyenne et écart à la moyenne des animaux traités et contrôles (n=10) des variables 
ĠvaluaŶt l͛aĐtivitĠ loĐoŵotƌiĐe aveĐ le test de l͛Openfield à la dose 1 à J0 

Variables 
Groupes 

Contrôle Hydrolysat Lipides Complexe 

Locomotions totales 168,1 ± 9.5 187,8 ± 11,4 195,8 ± 17,1 176,1 ± 8,0 

Redressements 19,5 ± 3,1 23,3 ± 2,2 20,0 ± 4,4 20,3 ± 2,0 

Locomotions totales : soŵŵe des Đases pĠƌiphĠƌiƋues, ŵĠdiuŵ et ĐeŶtƌales tƌaveƌsĠes paƌ l’aŶiŵal ; 
Redressements : Ŷoŵďƌes de fois où l’aŶiŵal se ƌedƌesse suƌ ses pattes aƌƌiğƌes ƌĠalisaŶt uŶe eǆploƌatioŶ 
verticale 
 

Les traitements à la dose 1, en exposition aigüe, Ŷ͛oŶt pas d͛effets suƌ l͛aĐtiǀitĠ loĐoŵotƌiĐe 

des animaux traités et sur les contrôles. 

Dose 2 : En doublant la dose de produits administrés aux souris, le test statistique effectué 

(ANOVA, 1 facteur) ne fait ressortir aucun effet significatif pour les deux variables que sont la 

loĐoŵotioŶ totale et le ƌedƌesseŵeŶt de l͛aŶiŵal daŶs le dispositif de l͛Openfield. La 

ŵoǇeŶŶe et l͛ĠĐaƌt staŶdaƌd à la moyenne des variables ainsi que la significativité des 

résultats, sont récapitulés dans le Tableau 4:23. 

  

Tableau 4:23 Moyenne et écart à la moyenne des animaux traités et contrôles (n=10) des variables 
ĠvaluaŶt l͛aĐtivitĠ loĐoŵotƌiĐe eŶ utilisaŶt le test de l͛Openfield à la dose 2 à J0 

Variables 
Groupes 

Contrôle Hydrolysat Lipides Complexe 

Locomotions totales 121,7 ± 8,7 159 ± 12.4 143,1 ± 10,4 122,4 ± 19,1 

Redressements 17,3 ± 3,5 28,7 ± 3,8 27,1 ± 5.0 19,6 ± 3,8 

Locomotions totales : soŵŵe des Đases pĠƌiphĠƌiƋues, ŵĠdiuŵ et ĐeŶtƌales tƌaveƌsĠes paƌ l’aŶiŵal ; 
Redressements : Ŷoŵďƌes de fois où l’aŶiŵal se ƌedƌesse sur ses pattes arrières réalisant une exploration 

verticale. 
 

Comme pour la dose 1, nous pouvons conclure que les traitements à double dose, en 

eǆpositioŶ aigüe Ŷe seŵďleŶt pas agiƌ suƌ l͛aĐtiǀitĠ loĐoŵotƌiĐe des aŶiŵauǆ tƌaitĠs. En se 

basant sur les résultats significatifs obtenus dans le labyrinthe en croix surélevé, nous 

pouvons donc avancer que les 3 traitements possèdent un caractère anxiolytique-like dans 

ces conditions.  
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4.2.2.2.2 Après sept jours de traitement 

4.2.2.2.2.1  La planche à trous 

Nous allons étudier 3 variables dans ce test ; le temps cumulé passé dans les zones 

périphérique (zone aversive), médium ainsi que le nombre de trous explorés par la tête de 

l͛aŶiŵal. 

Dose 1 : Nous aǀoŶs ƌeŵaƌƋuĠ uŶ effet sigŶifiĐatif de l͛hǇdƌolǇsat peptidiƋue suƌ le temps 

passé dans la zone périphérique (p = 0,0080) et médium (p = 0,0028), alors que les lipides 

influencent significativement le temps passé dans la zone médium (p = 0,0368) et 

ƌelatiǀeŵeŶt ;pƌĠseŶĐe de teŶdaŶĐeͿ le Ŷoŵďƌe d͛eǆploƌatioŶs des tƌous paƌ ƌappoƌt au 

groupe témoin (p = 0,0582). La moyenne des résultats obtenus pour chaque variable ainsi 

Ƌue l͛ĠĐaƌt staŶdaƌd à la moyenne et la significativité sont représentés dans le Tableau 4:24.  

Tableau 4:24 Moyenne et écart à la moyenne des animaux traités et contrôles (n=10) des variables 
ĠvaluaŶt l͛aŶǆiĠtĠ aveĐ le test de la plaŶĐhe à tƌous à la dose ϭ à J7 

Variables 
Groupes 

Contrôle Hydrolysat Lipides Complexe Diazépam 

Temps passé en ZP (s) 48,9 ± 12,2 
86,2 ± 9,7 

** 53,7 ± 5,2 64,6 ± 11,4 
84,9 ± 12,2 

* 

Temps passé en ZM (s) 111,5 ± 7,6 
70,40 ± 9,2 

** 

83,6 ± 10,1 

* 95,3 ± 10,9 
83,6 ± 10,1 

* 

Nombre de trous explorés 13,5 ± 2,0 14,1 ± 2,4 21,2 ± 4,3 20,6 ± 2,4 
25,0 ± 2,6 

** 

Temps passé en ZP : temps passé cumulé dans la zone périphérique ; Temps passé en ZM : temps passé cumulé 

dans la zone médium ; *p < 0,05 ; **p < 0,01 ; ***p < 0,001  
 

Suƌ les deuǆ ǀaƌiaďles disĐƌiŵiŶaŶt l͛aŶǆiĠtĠ, Ŷous ƌeŵaƌƋuoŶs Ƌue l͛hǇdƌolǇsat peptidiƋue 

Ŷ͛augŵeŶte sigŶifiĐatiǀeŵeŶt Ƌu͛uŶe seule d͛eŶtƌe elles : le temps cumulé dans la zone 

périphérique (ZP). Celle-ci est liée à une diminution du temps passé au niveau de la zone 

ŵĠdiuŵ, ĐoŵpaƌĠ auǆ ĐoŶtƌôles. Pouƌ les lipides, il Ŷe ƌessoƌt Ƌu͛uŶ effet de tendance au 

niveau de la diminution du temps cumulé dans la zone médium.  

Dose 2 : Les résultats obtenus ne montrent aucun effet significatif sur la variable 

d͛eǆploƌatioŶ des tƌous ƋuelƋue soit le tƌaiteŵeŶt adŵiŶistƌĠ. Ces ƌĠsultats soŶt eŶ accord 

aǀeĐ Đelui oďteŶu pouƌ le tƌaiteŵeŶt aǀeĐ le diazĠpaŵ. Le test de l͛ANOVA ŵoŶtƌe d͛autƌe 

part, un effet significatif des produits sur le temps cumulé dans la zone pĠƌiphĠƌiƋue. L͛effet 

très significatif des résultats est également ressorti avec le test à posteriori de Fischer 

complexe : p = 0,0087 ; hydrolysat : p = 0,0061 ; lipides : p < 0,0001). Cependant, nous 

remarquons que pour la variable « temps cumulé dans la zone médium », seul le CPLP ne 
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présente aucun effet significatif (hydrolysat : p = 0,0037 et lipides : p = 0,0001). Le tableau ci-

dessous récapitule les résultats obtenus ainsi que leurs significativités sur les différentes 

variables du test de la planche à trous (Tableau 4:25). 

 

Tableau 4:25 Moyenne et écart à la moyenne des animaux traités et contrôles (n=10) des variables 
ĠvaluaŶt l͛aŶǆiĠtĠ à l͛aide du test de la plaŶĐhe à tƌous à la dose Ϯ à J7 

Variables 
Groupes 

Contrôle Hydrolysat Lipides Complexe Diazépam 

Temps passé en ZP (s) 29,8 ± 7,1 

 

64,1 ± 10,7 

** 

81,1 ± 6,6 

*** 

62,5 ± 10,0 

** 

83,7 ± 6,7 

*** 

Temps passé en ZM (s) 129,1 ± 7,1 
97 ± 8,8 

** 

84,2 ± 6,0 

*** 130,4 ± 30,0 
83,4 ± 7,5 

** 

Nombre de trous explorés 18,9 ± 3,3 20,4 ± 3,6 15,9 ± 2,7 17,4 ± 3,1 25 ± 2,6 

Temps passé en ZP : temps passé cumulé dans la zone périphérique ; Temps passé en ZM : temps passé cumulé 

dans la zone médium ; Temps passé en ZC : temps passé cumulé dans la zone centrale ; *p < 0,05 ; **p < 0,01 ; 

***p < 0,001  
 

Les résultats obtenus pour la variable relative au temps passé dans la zone périphérique 

peƌŵetteŶt d͛eŶǀisageƌ uŶ effet suƌ l͛aŶǆiĠtĠ de tous les tƌaiteŵeŶts adŵiŶistƌĠs. 
 

4.2.2.2.2.2 Openfield 

Dose 1 : Le test statistique, de type ANOVA à 1 facteur, ne révèle aucune différence 

significative entre les groupes traités et le groupe contrôle, que ce soit au niveau du nombre 

de loĐoŵotioŶs ou d͛eǆploƌatioŶs ǀeƌtiĐales des souƌis. 

Les ƌĠsultats de Đe test peƌŵettaŶt d͛Ġǀalueƌ l͛effet stiŵulaŶt des pƌoduits adŵiŶistƌĠs soŶt 

montrés dans le Tableau 4:26. 

 

Tableau 4:26 Moyenne et écart à la moyenne des animaux traités et contrôles (n=10) des variables 
ĠvaluaŶt l͛aĐtivitĠ loĐoŵotƌiĐe paƌ le test de l͛Openfield a la dose 1 à J7 

Variables 
Groupes 

Contrôle Hydrolysat Lipides Complexe 

Locomotions totales 129,2 ± 11,9 145,2 ± 11,1 156,8 ± 14,0 144,6 ± 11,7 

Redressements 16,2 ± 2,9 22.5 ± 1,7 17,5± 3,1 18,7 ± 1,3 

Locomotions totales : soŵŵe des Đases pĠƌiphĠƌiƋues, ŵĠdiuŵ et ĐeŶtƌales tƌaveƌsĠes paƌ l’aŶiŵal ; 
Redressements : Ŷoŵďƌes de fois où l’aŶiŵal se ƌedƌesse suƌ ses pattes arrières réalisant une exploration 

verticale 
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Les traitements à la dose 1, après 7 jours de traitement, n͛oŶt aucune action suƌ l͛aĐtiǀitĠ 

locomotrice des animaux traités et sur les contrôles. 

Dose 2 : Le test statistique effectué (ANOVA, 1 facteur) ne fait pas ƌessoƌtiƌ d͛effets 

significatifs pour les deux variables que sont la locomotion totale et le redressement de 

l͛aŶiŵal daŶs le dispositif de l͛Openfield. La ŵoǇeŶŶe et l͛ĠĐaƌt staŶdaƌd à la ŵoǇeŶŶe des 

variables ainsi que la significativité des résultats, sont récapitulés dans le Tableau 4:27. 

 

Tableau 4:27 Moyenne et écart à la moyenne des animaux traités et contrôles (n=10) des variables 
ĠvaluaŶt l͛aĐtivitĠ loĐoŵotƌiĐe paƌ le test de l͛Openfield a la dose 2 à J7 

Variables 
Groupes 

Contrôle Hydrolysat Lipides Complexe 

Locomotions totales 200,8 ± 65,3 169,4 ± 10,6 166,1 ± 13,5 151,7 ± 8,8 

Redressements 20,3 ± 3,4 23,9 ± 2,7 24,5± 2,7 21,9 ± 1,7 

Locomotions totales : soŵŵe des Đases pĠƌiphĠƌiƋues, ŵĠdiuŵ et ĐeŶtƌales tƌaveƌsĠes paƌ l’aŶiŵal ; 
Redressements : Ŷoŵďƌes de fois où l’aŶiŵal se ƌedƌesse suƌ ses pattes arrières réalisant une exploration 

verticale 
 

 

Coŵŵe pouƌ la dose ϭ, Ŷous pouǀoŶs ĐoŶĐluƌe Ƌu͛apƌğs ϳ jouƌs de tƌaiteŵeŶt à douďle 

dose, les pƌoduits à l͛essai Ŷe semblent pas influencer l͛aĐtiǀitĠ loĐoŵotƌiĐe des aŶiŵauǆ 

traités comparés aux contrôles. Ces résultats combinés à ceux obtenus dans le test de la 

planche à trous (significatifs), permettent de dégager un effet anxiolytique-like des produits 

à l͛Ġtude. 

4.2.2.2.3 Dose sub-chronique à J 14 

4.2.2.2.3.1 La chambre claire-obscure (CCO) 

Les variables étudiées lors de ce test sont : le temps de latence de première sortie, le 

nombre de tentatives de sorties dans la partie éclairée, le nombre de sorties et le temps 

cumulé passé dans la partie éclairée. 

Dose 1 : 

Le test de l͛ANOVA à ϭ faĐteuƌ, ŵet eŶ Ġǀidence un effet significatif des traitements, ce qui 

Ŷous peƌŵet d͛effeĐtueƌ à posteriori le test de Fischer. Ce dernier nous indique, en 

comparant les groupes traités entre eux, que tous les traitements ont des effets 

significativement différents sur le temps de latence (complexe : p = 0,0058 ; hydrolysat : p = 

0,0079 ; lipides : p = Ϭ,ϬϬϵͿ, les teŶtatiǀes d͛eŶtƌĠe daŶs Đhaŵďƌe Đlaiƌe ;Đoŵpleǆe : p< 
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0,0001; hydrolysat : p = 0,0003 ; lipides : p < Ϭ,ϬϬϬϭͿ, le teŵps d͛eŶtƌĠe daŶs la Đhaŵďƌe 

claire contrôle (complexe : p = 0,0064 ; hydrolysat : p = 0,0281 ; lipides : p = 0,0145) et le 

temps cumulé passé dans la chambre claire comparé au groupe témoin (complexe : p = 

0,0107 ; hydrolysat : p = 0,0146 ; lipides : p=0,0053). Les résultats et leur significativité sont 

présentés dans le tableau suivant (Tableau 4:28). 

 

Tableau 4:28 Moyenne et écart à la moyenne des animaux traités et des contrôles (n=10) des 
vaƌiaďles ĠvaluaŶt l͛aŶǆiĠtĠ daŶs la Đhaŵďƌe Đlaiƌe-obscure à la dose 1 à J14 

Variables Groupes 

 Contrôle Hydrolysat Lipides Complexe Diazépam 

Latence (s) 71,3 ± 18,8 
32,1 ± 8,1 

** 

32,8 ± 4,9 

** 

30,5 ± 5,0 

** 

12,8 ± 2,3 

*** 

Tentatives 5,3 ± 0,6 
2,6 ± 0,7 

*** 

2,2 ± 0,4 

*** 

1,4 ± 0,3 

*** 

0,8 ± 0,3 

*** 

Entrées CC 3,2 ± 0,6 
5,9 ± 0,7 

* 

6,2 ± 0,7 

* 

6,6 ± 0,8 

** 

6,6 ± 1,5 

** 

% Temps cumulé CC 21,9 ± 4,5 
49,2 ± 7,2 

* 

53,4 ± 6,9 

** 

50,5 ± 4,1 

** 

56,8 ± 14,9 

** 

Latence : temps en seconde au bout duquel la souris entre pour la première fois dans le compartiment éclairé ; 

Tentatives : Ŷoŵďƌe de teŶtatives d’eŶtƌĠe la paƌtie ĠĐlaiƌĠe ; Entrées CC : nombre de fois que la souris est 

entrée dans le compartiment éclairé ; % Temps cumulé CC : pourcentage des temps cumulés durant lesquels la 

souris était dans le compartiment éclairé par rapport au temps passé dans le compartiment obscur ; *p < 0,05 ; 

**p < 0,01 ; ***p < 0,001  
 

Après une exposition de 14 jours à la dose 1, nous observons que tous les traitements 

permettent de réduire significativement l͛aŶǆiĠtĠ des souƌis tƌaitĠes. 

Dose 2 : Contrairement à la dose 1 après 14 jours de traitement, les effets précédemment 

obtenus après 7 jours de traitement à double dose ont disparu au bout de 14 jours de 

traitement. En effet pour tous les produits, le test statistique réalisé ne montre aucun effet 

significatif sur les variables relatives au test de la chambre claire obscure. Le tableau suivant 

présente les résultats obtenus (moyenne, écart standard à la moyenne) en étudiant les 

différentes variables du test utilisé (Tableau 4:29) 
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Tableau 4:29 Moyenne et écart à la moyenne des animaux traités et contrôles (n=10) des variables 
ĠvaluaŶt l͛aŶǆiĠtĠ daŶs la Đhaŵďƌe Đlaiƌe-obscure à la dose 2 à J14 

Variables 
Groupes 

Contrôle Hydrolysat Lipides Complexe Diazépam 

Latence (s) 67,2 ± 22,1 53,0 ± 13,8 52,1 ± 13,2 59,4 ± 19,9 13,8 ± 2,3 

Tentatives 1,4 ± 0,5 1,2 ± 0,5 1,4 ± 0,4 1,6 ± 0,6 0,6 ± 0,3 

Entrées CC 5,5 ± 1,4 4,6 ± 0,8 5,3 ± 0,8 4,1 ± 0,8 5,5 ± 0,8 

% Temps cumulé CC 39,5 ± 7,5 38,7 ± 5,5 44,4 ± 6,3 33,5 ± 7,7 50,5 ± 6,1 

Latence : temps en seconde au bout duquel la souris entre pour la première fois dans le compartiment éclairé ; 

Tentatives : Ŷoŵďƌe de teŶtatives d’eŶtƌĠe la paƌtie ĠĐlaiƌĠe ; Entrées CC : nombre de fois que la souris est 

entrée dans le compartiment éclairé ; % Temps cumulé CC : pourcentage des temps cumulés durant lesquels la 

souris était dans le compartiment éclairé par rapport au temps passé dans le compartiment obscur.  
 

EŶ ĐoŶĐlusioŶ, les tƌaiteŵeŶts adŵiŶistƌĠs à douďle dose Ŷ͛oŶt aucun effet significatif sur la 

diminution de l͛aŶǆiĠtĠ Đhez les aŶiŵauǆ. 

4.2.2.2.3.2 L’Openfield 

Dose 1 : Il Ŷ͛appaƌait auĐuŶe diffĠƌeŶĐe sigŶifiĐatiǀe eŶtƌe les gƌoupes tƌaitĠs et le gƌoupe 

ĐoŶtƌôle, Ƌue Đe soit au Ŷiǀeau du Ŷoŵďƌe de loĐoŵotioŶs ou d͛eǆplorations verticales des 

souris (Tableau 4:30). 

Tableau 4:30 Moyenne et écart à la moyenne des animaux traités et contrôles (n=10) des variables 
ĠvaluaŶt l͛aĐtivitĠ loĐoŵotƌiĐe daŶs le test de l͛Openfield a la dose 1 à J14 

Variables 
Groupes 

Contrôle Hydrolysat Lipides Complexe 

Locomotions totales 123,6 ± 13,7 148,7 ± 17,8 141,6 ± 16,8 151,3 ± 11,2 

Redressements 12,0 ± 2,5 19,4 ± 3,7 17,3 ± 3,6 18,6 ± 2,2 

Locomotions totales : soŵŵe des Đases pĠƌiphĠƌiƋues, ŵĠdiuŵ et ĐeŶtƌales tƌaveƌsĠes paƌ l’aŶiŵal ; 
Redressements : nombre de fois où l’aŶiŵal se ƌedƌesse suƌ ses pattes aƌƌiğƌes ƌĠalisaŶt uŶe eǆploƌatioŶ 
verticale 

 

A Jϭϰ ;dose ϭͿ, les tƌaiteŵeŶts Ŷ͛oŶt pas d͛effet suƌ l͛aĐtiǀitĠ loĐoŵotƌiĐe des aŶiŵauǆ 

traités. Ainsi, en tenant compte des résultats significatifs précédents, nous pouvons affirmer 

que les 3 traitements possèdent un caractère anxiolytique-like dans ces conditions. 

Dose 2 : 

Le test statistique effectué (ANOVA, 1 facteur) ne fait ressortir aucun effet significatif pour 

les deux variables que soŶt la loĐoŵotioŶ totale et le ƌedƌesseŵeŶt de l͛aŶiŵal daŶs le 

dispositif de l͛Openfield. La ŵoǇeŶŶe et l͛ĠĐaƌt staŶdaƌd à la ŵoǇeŶŶe des ǀaƌiaďles aiŶsi 

que la significativité des résultats, sont récapitulés dans le Tableau 4:31. 
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Tableau 4:31 Moyenne et écart à la moyenne des animaux traités et contrôles (n=10) des variables 
ĠvaluaŶt l͛aĐtivitĠ loĐoŵotƌiĐe paƌ le test de l͛Openfield à la dose 2 à J14 

Variables 
Groupes 

Contrôle Hydrolysat Lipides Complexe 

Locomotions totales 142,0 ± 18,7 133,1 ± 12,8 156,1 ± 16,9 142,0 ± 7,8 

Redressements 24,3 ± 4,6 19,78 ± 3,5 25,6 ± 3,2 21,8 ± 4,0 

Locomotions totales : soŵŵe des Đases pĠƌiphĠƌiƋues, ŵĠdiuŵ et ĐeŶtƌales tƌaveƌsĠes paƌ l’aŶiŵal ; 
Redressements : nombres de fois où l’aŶiŵal se ƌedƌesse suƌ ses pattes aƌƌiğƌes ƌĠalisaŶt uŶe eǆploƌatioŶ 
verticale 
 

Les tƌaiteŵeŶts eŶ dose Ϯ, à Jϭϰ Ŷe ŵoŶtƌeŶt pas d͛effet suƌ l͛aĐtiǀitĠ loĐoŵotƌiĐe des 

animaux traités et contrôles. 

4.2.3 Evaluation par cytométrie en flux du statut oxydant neuronal des souris et de 

l͛effet cytoprotecteur des régimes administrés  

La fluorescence est mesurée en cytométrie pour 8 000 neurones, exprimée en unité 

aƌďitƌaiƌe. Nous l͛aǀoŶs ƌaŵeŶĠ à la fluoƌesĐeŶĐe paƌ Đellule pouƌ effeĐtueƌ l͛aŶalǇse 

statistique. 

4.2.3.1 Evaluation du niveau endogène de ROS des neurones à J14 

Le statut redox endogène est évalué au niveau des cellules neuronales issues des cerveaux 

de souris contrôles versus celles provenant des souris traitées avec les 3 régimes pendant 14 

jours. La variabilité de la fluorescence est relative aux paramétrages effectués au niveau du 

cytomètre de flux avant chaque utilisation. 

Dose 1 : Le test statistique effectué (ANOVA à 1 facteur) nous indique que le niveau 

endogène de ROS des neurones de souris traitées, ne présente pas de différence 

sigŶifiĐatiǀe, ĐoŵpaƌĠ auǆ ŶeuƌoŶes de souƌis ĐoŶtƌôles. La ŵoǇeŶŶe et l͛ĠĐaƌt tǇpe de la 

fluorescence pour chaque groupe (n = 8) sont présentés dans le Tableau 4:32.  

 

Tableau 4:32 Valeurs de la fluorescence cellulaire des neurones des souris traitées à la dose 1 
pendant 14 jours et celles des contrôles (n=8), relatives au niveau de ROS endogènes des neurones  

Variables 
Groupes 

Contrôle Hydrolysat Lipides Complexe 

Fluorescence (UA) 1,5 ± 0,2 1,0 ± 0,1 1,5 ± 0,2 1,2 ± 0,2 
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Durant 14 jours, la consommation quotidienne des 3 traitements à simple dose ne permet 

pas de diminuer significativement le niveau endogène de ROS dans les neurones des souris 

traitées. 

Dose 2 : 

Les résultats obtenus à double dose, ont été analysés statistiquement par une ANOVA à 1 

facteur et révèlent, contrairement à la dose 1, un effet des traitements sur le niveau 

endogène des ROS chez les souris traitées par rapport aux souris contrôles. Le test à 

posteriori de FisĐheƌ Ŷous iŶdiƋue Ƌue l͛hǇdƌolǇsat peptidique permet de baisser 

significativement le niveau de ROS endogènes des neurones des souris traitées (p = 0,0070). 

D͛autƌe paƌt, les lipides totauǆ pƌĠseŶteŶt uŶe teŶdaŶĐe pouƌ uŶe diŵiŶutioŶ sigŶifiĐatiǀe du 

niveau de ROS (p =0.054). 

Pour cette évaluation, la ŵoǇeŶŶe et l͛ĠĐaƌt tǇpe de la fluoƌesĐeŶĐe pouƌ ĐhaƋue gƌoupe ;Ŷ = 

8) est rappelée dans le Tableau 4:33. 

Tableau 4:33 Valeurs de la fluorescence cellulaire des neurones des souris traitées et des contrôles 
(n=8), relatives au niveau de ROS endogènes des neurones après 14 jours de traitement avec une 

double dose  

Variables 
Groupes 

Contrôle Hydrolysat Lipides Complexe 

Fluorescence (UA) 47,2 ± 4,3 
37,2 ± 1,3 

** 

40,4 ± 1,2 

t 
41,0 ± 1,3 

0,05 < t : Tendance < 0 ,06 ; **p < 0,01   
 

En conclusion partielle, nous avons montré Ƌu͛uŶ tƌaiteŵeŶt de ϭϰ jouƌs à l͛hǇdƌolǇsat 

protéique du CPLP permet de diminuer significativement le niveau de ROS endogènes des 

neurones. Le même effet est observé en tendance dans le cas du traitement par les lipides 

totaux du CPLP. 

4.2.3.2 EvaluatioŶ de l͛aĐtivitĠ ĐǇtopƌoteĐtƌiĐe des tƌaiteŵeŶts faĐe à uŶe attaƋue 

prooxydante in vitro 

Les neurones des quatre groupes de souris traitées pendant 14 jours, aux deux doses ont 

subi une attaque oxydative liée à un ajout dans le milieu extracellulaire de concentrations 

ĐƌoissaŶtes de peƌoǆǇde d͛hǇdƌogğŶe. L͛oďjeĐtif de Đette Ġtude est d͛Ġǀalueƌ la ĐapaĐitĠ de 

résistance des neurones face à cette attaque. Cette capacité de cytoprotection est révélée 

lorsque la cellule attaquée maintien un niveau de ROS inférieur à celui des cellules contrôles. 
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Dose 1 : Les résultats présentés dans le Tableau 4:34 Ŷe ŵoŶtƌeŶt pas d͛effet sigŶifiĐatif, 

après traitement statistique (ANOVA à 1 facteur), entre les neurones contrôles et ceux de 

souris ayant reçu les traitements quelque soit la concentration de H2O2 ajoutée. 

 

Tableau 4:34 Moyennes et écarts à la moyenne des valeurs de fluorescence (UA) des neurones des 
souris traitées et celles des contrôles (n=8) après 14 jours de traitement par la dose 1 

Variables 
Groupes 

Contrôle Hydrolysat Lipides Complexe 

[H2O2]=1/10 1,57 ± 0.41 0,93 ± 0,08 1,43 ± 0,33 0,93 ± 0,22 

[H2O2]=1/8 1,15 ± 0,23 1,33 ± 0,38 1,11 ± 0,30 1,02 ± 0,15 

[H2O2]=1/4 1,33 ± 0,21 1,02 ± 0,23 1,12 ± 0,22 1,17 ± 0,27 

[H2O2]=1/3 1,10 ± 0,23 0,98 ± 0,12 1,09 ± 0,22 1,01 ± 0,13 

[H2O2]=1/2 1,05 ± 2,1 1,16 ± 0,18 0,89 ± 0,09 1,13 ± 0,17 

 

 

En conclusion partielle, nous relevons que les 14 jours de traitements ne permettent pas de 

pƌĠǀeŶiƌ de l͛aĐĐuŵulatioŶ des ‘OS iŶtƌaĐellulaiƌes, eŶgeŶdƌĠe paƌ l͛ajout ĐƌoissaŶt de H2O2. 

Dose 2 : 

Coŵŵe pouƌ la dose ϭ, Ŷous Ŷe ƌeŵaƌƋuoŶs pas d͛effet de ĐǇtopƌoteĐtioŶ des ŶeuƌoŶes 

ĐoŶtƌe l͛attaƋue ĐƌoissaŶte de H2O2 (Tableau 4:35Ϳ. EŶ effet, le test de l͛ANOVA à ϭ faĐteuƌ 

ne permet pas de dégager une différence significative entre les neurones des souris 

contrôles et celle des souris traitées quelque soit la concentration de H2O2 ajoutée.  

 

Tableau 4:35 Moyennes et écarts à la moyenne des valeurs de fluorescence (UA) des neurones des 
souris traitées et contrôles (n=8) ayant subi des attaques oxydatives par ajout de H2O2 , après 14 

jours de traitement avec la dose 2 

Variables 
Groupes 

Contrôle Hydrolysat Lipides Complexe 

[H2O2]=1/10 68,0 ± 5,8 55,3 ± 4,9 60,6 ± 4,1 59,9 ± 3,9 

[H2O2]=1/8 69,0 ± 5,9 57,2 ± 4,1 60,8 ± 2,3 65,2 ± 6,4 

[H2O2]=1/4 72,6 ± 7,1 59,8 ± 5.0 61,9 ± 3,0 59,0 ± 2,0 

[H2O2]=1/3 74,8 ± 5,9 63,3 ± 4,6 68,0 ± 5,0 62,8 ± 4,6 

[H2O2]=1/2 77,4 ± 6,7 64,2 ± 3,6 71,8 ± 4,3 63,4 ± 4,0 

 



Résultats et discussion 

202 
 

Dans le but de dégager un « profil de cytoprotection » à partir des résultats obtenus après 

14 jours de traitement par la dose 2, nous avons tracé des courbes de régression, ce qui 

semble pertinent pour les groupes contrôle, lipides et hydrolysat du fait de leur tendance 

linéaire dans ces conditions (Figure 4:17). 

 

 

Figure 4:17 Profil de cytoprotection des traitements lipides et hydrolysat (n=8) à la dose 2 à J14 

 

D͛apƌğs les ƌĠsultats oďteŶus, les 14 jours de traitement à la dose 2 ne permettent pas de 

ƌĠduiƌe sigŶifiĐatiǀeŵeŶt la ƋuaŶtitĠ de ‘OS eŶgeŶdƌĠs paƌ l͛attaƋue pƌooǆǇdaŶte du H2O2. 

Toutefois, l͛ĠǀolutioŶ du Ŷoŵďƌe de ‘OS iŶtƌaĐellulaiƌes au Đouƌs de l͛eǆpositioŶ ĐƌoissaŶte 

de H2O2 permet de dégager un « profil de cytoprotection » des traitements : hydrolysat et 

lipides en tenant compte des courbes de régression (Figure 4:17Ϳ. EŶ effet, ŵalgƌĠ l͛aďseŶĐe 

de significativité, en chaque point de concentration en H2O2, ces deux traitements agissent 

eŶ faǀeuƌ d͛uŶe diŵiŶutioŶ de l͛aĐĐuŵulatioŶ des ‘OS paƌ ƌappoƌt au gƌoupe ĐoŶtƌôle. 

Le tableau ci-dessous, regroupe les résultats obtenus dans cette étude comportementale en 

plus de l͛ĠǀaluatioŶ du statut eŶdogğŶe des ‘OS au Ŷiǀeau ŶeuƌoŶal, aiŶsi Ƌue l͛effet 

cytoprotecteur des produits administrés composés de CPLP total, son hydrolysat peptidique 

et des lipides totaux (Tableau 4:36). 
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Tableau 4:36 : Récapitulatif général des significativités des résultats obtenus suite aux études 
effectuées in vivo et in vitro 

Dose Tests 
Groupes 

Hydrolysat Lipides Complexe Diazépam 

Dose 1 

J0 : Labyrinthe croix 

(aigüe) 
NS NS NS ** (+) 

J7 : Planche à trous *(+) *(-) NS * 

J14 : CCO 

(sub-chronique) 
** (-) ** ** (+) *** 

J14 : Cytométrie 

(ROS endogènes) 
NS NS NS - 

J14 : Cytométrie 

(cytoprotection) 
NS NS NS - 

Dose 2 

J0 : Labyrinthe croix 

(aigüe) 
** * (+) * *** 

J7 : Planche à trous *(+) **(-) *(+) *** 

J14 : CCO 

(subchronique) 
NS NS NS NS 

J14 : Cytométrie 

(ROS endogènes) 
** t NS - 

J14 : Cytométrie 

(cytoprotection) 
NS NS NS - 

Les étoiles de significativités répertoriées dans ce tableau pour chaque test et chaque groupe ont été obtenues 

en faisant la moyenne des significativité des variables discriminantes de chaque test. NS : non significatif ; *p < 

0,05 ; **p < 0,01 ; ***p < 0,001. 

 

Les résultats in vivo ont permis de mettre en évidence un effet anxiolytique-like du CPLP et 

de ses composants lipidiques et peptidiques avec un effet dose dépendant. Nous avons 

remarqué que chaque produit testé présente une cinétique particulière, indépendamment 

des cinétiques des autres produits (Tableau 4:36). En effet, à la dose 1, dans le cas de 

l͛hǇdƌolǇsat et des lipides, l͛effet appaƌait à paƌtiƌ de Jϳ et se pouƌsuit jusƋu͛à Jϭϰ, paƌ 

oppositioŶ au Đoŵpleǆe doŶt l͛effet est ŵoiŶs pƌogƌessif et apparait de manière surprenante 

à J14, avec une significativité qui dépasse celle des deux autres traitements (lipides et 

hydrolysat).  
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D͛autƌe paƌt, daŶs le Đas d͛uŶe adŵiŶistƌatioŶ de la douďle dose, jusƋu͛à Jϳ, tous les 

traitements sont significatifs et anxiolytiques. Cet effet disparaît à J14 pour tous les produits 

testĠs. DaŶs Đe Đas, Ŷous pouǀoŶs supposeƌ l͛appaƌitioŶ d͛uŶe haďituatioŶ de la dose 

adŵiŶistƌĠe ƋuotidieŶŶeŵeŶt Đ͛est-à-diƌe Ƌu͛uŶe tolĠƌaŶĐe s͛iŶstalle, à paƌtiƌ du ϳème jour de 

traitement. Les résultats obtenus dans cette étude sont en accord avec deux études 

récentes (Ferraz et al., 2011; Vinot et al., 2011) qui ont montré, sur des modèles murins, que 

l͛effet d͛uŶe ĐoŵplĠŵeŶtatioŶ eŶ ω-3 pendant 3 et 5 mois a permis de diminuer 

sigŶifiĐatiǀeŵeŶt l͛aŶǆiĠtĠ. UŶe tƌoisiğŵe Ġtude ĠpidĠŵiologiƋue ŵeŶĠe eŶ juillet ϮϬϭϭ paƌ 

Kiecolt-Glaser et al., sur 68 adultes volontaires, a démontré que les sujets ayant reçu 

peŶdaŶt ϭϮ seŵaiŶes uŶ ĐoŵplĠŵeŶt ƋuotidieŶ eŶ ω-3 présentaient une diminution de 14% 

de leur anxiété (Kiecolt-Glaser et al., 2011). La corticostérone est une hormone 

généralement reliée à un comportement anxieux, à forte concentration (Lorivel et al., 2010). 

Ferraz et al., ont démontré en 2011 Ƌue la ĐoŵplĠŵeŶtatioŶ eŶ ω-3 permettait de réduire 

sigŶifiĐatiǀeŵeŶt la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ saŶguiŶe de Đette hoƌŵoŶe, diŵiŶuaŶt aiŶsi l͛aŶǆiĠtĠ liĠe 

à un stress exogène (Ferraz et al., 2011). D͛autƌe paƌt, du fait de la pƌĠseŶĐe de douďles 

liaisons, les AGPI-LC-n-3 augmentent la fluidité membranaire facilitant ainsi les transports 

transmembranaires (Yehuda et al., 1998), ce qui favoriserait la sécrétion de sérotonine et de 

dopamine au niveau de la membrane synaptique (Ferraz et al., 2011). Ces deux 

neurotransmetteurs sont en effet étroitement liés à la gestion des troubles anxieux, ce qui 

pouƌƌait ĠgaleŵeŶt eǆpliƋueƌ l͛effet aŶǆiolǇtiƋue de Đes ω-3. AuĐuŶe Ġtude Ŷ͛a peƌŵis, 

aĐtuelleŵeŶt, de ƌelieƌ la ĐoŶsoŵŵatioŶ d͛hǇdƌolǇsats peptidiƋues de poissoŶ au 

phénomğŶe de l͛aŶǆiĠtĠ. Il est doŶĐ iŶtĠƌessaŶt de ŵettƌe eŶ aǀaŶt, paƌ le ďiais des ƌĠsultats 

oďteŶus, l͛effet aŶǆiolǇtiƋue des hǇdƌolǇsats peptidiƋues de poissoŶ et suƌtout à douďle 

dose en aigüe.  

La foƌŵe ǀeĐtoƌisĠe du Đoŵpleǆe est uŶ atout eŶ faǀeuƌ d͛uŶe activité biologique du fait de 

sa capacité à traverser les membranes qui pourrait en partie expliquer son action dans les 

ŵĠĐaŶisŵes Đellulaiƌes liĠs à la diŵiŶutioŶ de l͛aŶǆiĠtĠ. 

Les résultats obtenus in vitro oŶt ŵoŶtƌĠ uŶe ĐapaĐitĠ de pƌĠǀeŶtioŶ de l͛hǇdƌolǇsat 

peptidiƋue et des lipides faĐe à l͛aĐĐuŵulatioŶ de ‘OS eŶdogğŶes daŶs les ŶeuƌoŶes, eŶ sub-

chronique et à double dose. Ces résultats sont donc en accord avec les différentes études 

qui ont mis en exergue les propriétés antioxydantes des hydrolysats protéiques marins (Je et 

al., 2005; Wang et al., 2008b). CoŶĐeƌŶaŶt l͛aĐtiǀitĠ aŶtioǆǇdaŶte de la paƌtie lipidiƋue du 
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complexe, certains auteurs dont Davis, et al., ;ϮϬϬϴͿ pƌoposeŶt uŶ ŵĠĐaŶisŵe d͛aĐtioŶ paƌ 

lequel les acides gras activeraient une protéine membranaire de la mitochondrie, la protéine 

découplante UCPϮ, doŶt l͛uŶe des foŶĐtioŶs seƌait de ŵaitƌiseƌ la pƌoduĐtioŶ de ‘OS 

ŵitoĐhoŶdƌiauǆ, paƌ aĐtioŶ suƌ le tƌaŶsfeƌt d͛ioŶs H+ dans la chaine respiratoire (Davis et al., 

2008). Toutefois Đette thĠoƌie est ĐoŶtƌoǀeƌsĠe paƌ d͛autƌes auteuƌs ǀis à ǀis du ƌôle de 

l͛UCPϮ et de ses ĐoŶditioŶs ŵĠtaďoliƋues de foŶĐtioŶŶeŵeŶt. D͛autƌe paƌt, l͛effet 

antioxydant de la fraction lipidique totale du CPLP pourrait provenir tout simplement des 

antioǆǇdaŶts eŶdogğŶes de la tġte de sauŵoŶ Đoŵŵe l͛astaǆaŶthiŶe et les toĐophĠƌols. 

Pour appuyer cette hypothèse, une étude menée par Mattei et al., (2011) a montré que 

l͛astaǆaŶthiŶe, ŵĠlaŶgĠe à l͛huile de poissoŶ, pƌĠseŶtait de ŵeilleuƌs ƌĠsultats suƌ l͛ĠƋuilibre 

de la balance redox cellulaire, comparée à son utilisation seule (Mattei et al., 2011). L͛Ġtude 

de Bouayed et al., ;ϮϬϬϴͿ a dĠŵoŶtƌĠ uŶe ƌelatioŶ eŶtƌe l͛aŶǆiĠtĠ et le Ŷiǀeau de ROS des 

gƌaŶuloĐǇtes. EŶ effet, il a dĠŵoŶtƌĠ Ƌu͛uŶ ĐoŵpoƌteŵeŶt aŶǆieuǆ eŶtƌaiŶait uŶe 

augmentation du statut oxydatif cellulaire, et par conséquent une augmentation des ROS 

(Bouayed et al., 2008). Toutefois daŶs Ŷotƌe Đas, ŵalgƌĠ l͛oďteŶtioŶ de ƌĠsultats sigŶifiĐatifs 

sur la diminution du niveau des ROS in vitro à Jϭϰ, l͛aďseŶĐe d͛effet aŶǆiolǇtiƋue des 

traitements hydrolysat et lipides in vivo à J14 Ŷe Ŷous peƌŵet pas d͛Ġtaďliƌ uŶe telle relation. 

Des études complémentaires à celles-ci portant sur les cellules périphériques (cellules 

saŶguiŶesͿ peƌŵettƌaieŶt d͛appoƌteƌ plus d͛iŶfoƌŵatioŶs suƌ l͛iŵpaĐt des tƌaiteŵeŶts au 

niveau du système immunitaire. 

4.3 Vectorisation de molécules bioactives 

4.3.1 FoƌŵulatioŶ d͛ĠŵulsioŶs à ďase de la fƌaĐtioŶ lipidiƋue du CPLP, veĐtƌiĐes de 

molécules bioactives 

Deux molécules lipophiles faiblement biodisponibles, le coenzyme Q10 et la curcumine, ont 

ĠtĠ ǀeĐtoƌisĠes sous foƌŵe d͛ĠŵulsioŶs foƌŵulĠes à l͛aide de lipides d͛oƌigiŶe ŵaƌiŶe 

(fraction lipidique du CPLP) et végétale (huile et lécithine de colza). 

4.3.1.1 CaƌaĐtĠƌisatioŶ de l͛huile eǆtƌaite paƌ voie eŶzǇŵatiƋue à paƌtiƌ de tġtes de 

saumon  

La fraction lipidique est oďteŶue à paƌtiƌ du CPLP issu de l͛eǆtƌaĐtioŶ eŶzǇŵatiƋue de tġtes 

de saumon. Le Tableau 4:37, ci-dessous, représente la composition complète en acides gras 

ĐoŶteŶus daŶs l͛huile de têtes de sauŵoŶ ĐoŵpaƌĠe aǀeĐ l͛huile de filet de saumon (Salmo 
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salar). Les différentes compositions en acides gras des huiles de saumon de différentes 

oƌigiŶes soŶt tƌğs pƌoĐhes ŶotaŵŵeŶt pouƌ l͛EPA et le DHA qui sont respectivement de 4 et 

5%. UŶe Ġtude poƌtaŶt suƌ l͛eǆtƌaĐtioŶ de l͛huile à partir des têtes de saumon, a montré que 

l͛huile ĐoŶteŶait ϴ,ϰ% de DHA et ϲ,ϭ% d͛EPA (Mbatia et al., 2010). Du fait de leur richesse en 

EPA et en DHA, les huiles de saumon ont un rapport n-6/n-3 très faible. 

 

Tableau 4:37 Différentes compostions en acides gras des huiles de saumon (Salmo salar) 
(Pratoomyot et al., 2011) (n=3) 

Acides gras Huile de têtes de saumon 
Huile du filet  

(Salmo salar) a 
Huile du filet  

(Salmo salar) b 

C12 - - - 
C14 5,01 ± 0,00 2,9 ± 0,1 2,9 ± 0,2 
Iso C15 0,15 ± 0,00 - - 
Ante iso C15 - - - 
C15 0,33 ± 0,00 - - 
C15 : 1 0,06 ± 0,00 - - 
Iso C16 - 10,5 ± 0,4 11,1 ± 0,3 
C16 15,54 ± 0,10 - - 
C16 : 1w7 0,41 ± 0,00 - - 
C16 : 1w9 5,73 ± 0,00 - - 
C16 : 2w6 - - - 

C16 : 3w3 0,33 ± 0,00 - - 

C16 : 4w3 0,56 ± 0,00 - - 
C18 3,32 ± 0,00 2,8 ± 0,1 2,8 ± 0,1 
C18 :1w9 19,55 ± 0,20 35,4 ± 1,0 34,2 ± 1,2 
C18 : 1w7 2,95 ± 0,00 3,1 ± 0,2 3,3 ± 0,2 
C18 : 1w5 - - - 
C18 : 2w6 6,35 ± 0,00 12,1 ± 0,5 12,5 ± 0,5 
C18 : 3w4 3,72 ± 0,30 - - 

C18 : 3w3 1,89 ± 0,20 4,0 ± 0,2 4,3 ± 0,3 

C18 : 4w3 - 0,7 ± 0,1 0,7 ± 0,0 
C20 : 1w9 1,50 ± 0,00 5,3 ± 0,2 3,8 ± 0,2 

C20 : 1w7 1,05 ± 0,00 - - 

C20 : 2w6 3,03 ± 0,00 1,0 ± 0,1 1,1 ± 0,1 

C20 : 4w6 0,88 ± 0,00 - - 

C20 : 3w3 1,33 ± 0,00 - - 
C20 : 3w6 - 0,4 ± 0,0 0,5 ± 0,1 
C20 : 4w3 - 0,7 ± 0,1 0,8 ± 0,1 

C20 : 4w6 - 0,3 ± 0,1 0,5 ± 0,1 

C20 : 5w3 EPA 10,10 ± 0,1 3,8 ± 0,3 4,9 ± 0,5 

C21 : 5w3 0,66 ± 0,0 - - 

C22 : 1w11 - 3,7 ± 0,3 2,0 ± 0,1 
C22 : 4w6 0,43 ± 0,00 - - 
C22 : 5w6 0,30 ± 0,00 

  
C22 : 5w3 3,30 ± 0,00 

  
C22 : 6w3 DHA 11,83 ± 0,10 5,2 ± 0,9 5,8 ± 0,5 

AGS 24,43 16,8 ± 0,5 17,4 ± 0,6 
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Acides gras Huile de têtes de saumon 
Huile du filet  

(Salmo salar) a 
Huile du filet  

(Salmo salar) b 

AGMI 31,20 52,6 ± 1,5 48,3 ± 1,2 
AGPI 44,42 30,5 ± 1,4 34,3 ± 0,8 

 
a : Nourrit avec des protéines végétales, y compris la farine de tournesol, le gluten de maïs, du concentré de 
protéines de soja et de féverole ; b : Similaire au régime « a » en plus du gluten de blé. Les acides gras sont 
présentés en pourcentage par rapport aux acides gras totaux. 

 

Une analyse des classes lipidiques a été effectuée suƌ l͛huile de sauŵoŶ par Iatroscan pour 

vérifier sa pureté en triacylglycérols. Les résultats de cette migration dans un mélange 

hexane/diéthyl éther (80 : 20 v/v) révèlent la pƌĠseŶĐe d͛uŶ seul pic correspondant aux TAG 

(Figure 4:18).  

 

Figure 4:18 Fraction de triacylglycérols de l͛huile de sauŵoŶ eǆtƌaite paƌ hǇdƌolǇse eŶzǇŵatiƋue de 
têtes de saumon (Salmo salar) 

 

L͛aŶalǇse ĐhiŵiƋue de l͛huile de sauŵoŶ est pƌĠseŶtĠe daŶs le Tableau 4:38. Les valeurs 

d͛iŶdiĐe d͛aĐide, de peƌoǆǇde et de sapoŶifiĐatioŶ soŶt eŶ aĐĐoƌd aǀeĐ Đelles pƌĠseŶtĠes paƌ 

Gďogouƌi ;ϮϬϬϱͿ. EtaŶt iŶfĠƌieuƌ à ϲ ŵĠƋ d͛O2/Kg d͛huile, l͛iŶdiĐe de peƌoǆǇde de l͛huile de 

sauŵoŶ ŵoŶtƌe Ƌue les diffĠƌeŶtes Ġtapes du pƌoĐĠdĠ d͛eǆtƌaĐtioŶ Ŷ͛eŶgeŶdƌent pas de 

ƌĠaĐtioŶ d͛oǆǇdatioŶ. La ǀaleuƌ de l͛iŶdiĐe d͛aĐide ƌetƌouǀĠ ŵoŶtƌe Ƌue l͛huile Ŷe ĐoŶtieŶt 

pas d͛aĐides gƌas liďƌes. 

Tableau 4:38 AŶalǇse ĐhiŵiƋue de l͛huile de sauŵoŶ 

 Huile de saumon 
IŶdiĐe d͛aĐide (mg kOH / g huile) 0,41 ± 0,02 
Indice de peroxyde ;ŵĠƋ d͛O2 / kg huile) 1,95 ± 0,06 
Indice de saponification (mg KOH / g huile) 191,39 ± 2,37 

 

L͛aŶalǇse theƌŵiƋue diffĠƌeŶtielle de l͛huile de sauŵoŶ ƌĠǀğle la pƌĠseŶĐe de deuǆ piĐs de 

TAG : 100% 
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fusion à -18,8°C et à -8,2°C et un pic de cristallisation à -19,9°C. L͛huile totale eǆtƌaite à paƌtiƌ 

du CPLP a été caractérisée dans la première partie des résultats.  

4.3.1.2 Caractérisation phǇsiĐoĐhiŵiƋue de l͛huile et de la lĠĐithiŶe de Đolza 

L͛aŶalǇse de la ĐoŵpositioŶ eŶ aĐides gƌas de l͛huile de Đolza ƌĠǀğle uŶe pƌopoƌtioŶ ŵajeuƌe 

en acide oléique (63,03%), acide alpha-linolénique (9,22%) et palmitique (4,54%) (Tableau 

4:39).  

Tableau 4:39 CoŵpositioŶ eŶ aĐides gƌas de l͛huile et de la lĠĐithiŶe de Đolza (n=3) 

Acides gras Huile de colza Lécithine de colza 

C12 nd nd 

C13 nd 0,18±0,01 

C14 0,05±0,00 0,07±0,00 

C15 0,02±0,00 0,07±0,00 

C16 4,54±0,00 7,65±0,02 

C17 0,05±0,00 nd 

C18 1,46±0,00 1,46±0,01 

C20 nd 0,34±0,00 

C21 nd nd 

C22 0,30±0,00 0,29±0,01 

C24 0,10±0,00 0,28±0,22 

AGS 6,51 10,34 

C14.1 nd nd 

C16:1 0,25±0,00 0,29±0,00 

C17:1  0,07±0,00 0,08±0,00 

C18:1n9t nd 0,19±0,00 

C18:1n9c 63,03±0,06 53,75±0,23 

C20:1n11c 1,21±0,01 0,68±0,01 

C22:1n9c 0,17±0,01 0,16±0,00 

C24:1n9c 0,11±0,00 0,09±0,00 

AGMI 64,83 55,20 

C18:2n6t nd nd 

C18:2n6c 18,60±0,01 27,95±0,06 

C18:4n3 0,53±0,00 nd 

C18:3n3 9,22±0,03 6,24±0,05 

C20:2n6 0,25±0,02 0,17±0,02 

C20:3n6 nd nd 

C20:3n3 nd nd 

C20:4n6 0,02±0,00 0,04±0,00 

AGPI 28,64 34,45 

n-3/n-6 0,53 0,22 

Les acides gras sont présentés en pourcentage par rapport aux acides gras totaux. 
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Il est très intéressaŶt de Ŷoteƌ Ƌue daŶs les ĠĐhaŶtilloŶs de Đolza, il Ǉ a peu d͛aĐides gƌas 

satuƌĠs ;ϲ et ϭϬ%Ϳ ĐoŵpaƌĠ à l͛huile de sauŵoŶ où les aĐides gƌas satuƌĠs représentent 20% 

des acides gras totaux. Cependant, en comparaison avec la composition en acides gras des 

échantillons de saumon (huile et lécithine), décrite précédemment, ces derniers sont plus 

riches en EPA et DHA contrairement aux échantillons de colza.  

L͛huile de Đolza ĠgaleŵeŶt aŶalǇsĠe paƌ IatƌosĐan, est composée de 100% de triacylglycérols 

(Figure 4:19). 

 

Figure 4:19 Fraction de triacylglycérols de l͛huile de Đolza 

 

La lĠĐithiŶe de Đolza, utilisĠe eŶ taŶt Ƌue suƌfaĐtaŶt daŶs l͛ĠŵulsioŶ ǀĠgĠtale est ĐoŵposĠe 

de 74,8% de lipides polaires contrairement à la lécithine marine (65,5%) (Figure 4:20).   

 

Figure 4:20 Classes lipidiques de la lécithine de colza 

 

TAG : 100% 

Triacylglycérols : 

25,19% 

Lipides polaires  

74.81% 
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Les lipides polaires de la lécithine de colza, séparés dans un solvant polaire, sont composés 

de 13,89% de PE et de 11,69% de PC. Les pourcentages des deux fractions retrouvées dans la 

lécithine de colza sont plus faibles en comparaison avec la lécithine marine. 

 

D͛autƌe paƌt, les ƌĠsultats des iŶdiĐes d͛aĐide et de sapoŶifiĐatioŶ de l͛huile de Đolza Ŷe 

dépassent pas les valeurs maximales requises (respectivement 4 et 182-193) (Guillemin, 

2006). La ǀaleuƌ oďteŶue pouƌ l͛iŶdiĐe d͛aĐide est tƌğs faiďle et ŵoŶtƌe Ƌue l͛huile de Đolza 

Ŷe ĐoŶtieŶt pas d͛aĐide gƌas liďƌe et l͛iŶdiĐe de peƌoǆǇde ƌeste tƌğs inférieure à 6 méq 

d͛O2/Kg d͛huile. ;Tableau 4:40).  

Tableau 4:40 AŶalǇse ĐhiŵiƋue de l͛huile de Đolza 

 Huile de colza 

IŶdiĐe d͛aĐide (mg kOH / g huile) 0,8 ± 0,03 

Indice de peroxyde ;ŵĠƋ d͛O2 / kg huile) 2,02 ± 0,02 

Indice de saponification (mg KOH / g huile) 185,95 ± 2,86 

  

L͛aŶalǇse theƌŵiƋue diffĠƌeŶtielle de l͛huile de Đolza ƌĠǀğle uŶ seul piĐ de fusioŶ dĠteĐtĠ à 

-ϭϳ,ϲ°C aiŶsi Ƌu͛uŶ piĐ de ĐƌistallisatioŶ à -ϱϱ,ϱ°C. EŶ effet, eŶ ĐoŵpaƌaisoŶ aǀeĐ l͛huile de 

saumon, nous retrouvons que le pic de fusion est proche de celui de l͛huile de Đolza 

contrairement au pic de cristallisation qui est complètement différent. 

4.3.1.3 Taille des émulsions 

L͛ĠŵulsioŶ ŵaƌiŶe utilisĠe pouƌ la ǀeĐtoƌisatioŶ du CoQ10 est composée de 30% de phase 

huileuse (huile et de lécithine de saumon). DaŶs l͛Ġtude de la ǀeĐtoƌisatioŶ de la ĐuƌĐuŵiŶe, 

nous avons formulé des émulsions marine et végétale à 10% de phase huileuse. Les 

lĠĐithiŶes ƌepƌĠseŶteŶt ϳ% de la phase huileuse daŶs les deuǆ tǇpes d͛ĠŵulsioŶs.  

La mesure de la taille des émulsions a étĠ effeĐtuĠe ĐoŶsĠĐutiǀeŵeŶt à l͛Ġtape de 

préparation. Compte tenu du mode de préparation retenu (homogénéisation à haute 

pression), la taille des émulsions oscille autour de 160 nanomètres. Nous remarquons dans 

le Tableau 4:41 Ƌue la teŶeuƌ eŶ phase huileuse ŵaƌiŶe de ϭϬ ou ϯϬ%, Ŷ͛iŶflueŶĐe pas la 

taille moyenne des gouttelettes lipidiques, respectivement de 169 et 164 nm. La taille 

moyenne des gouttelettes lipidiques de l͛ĠŵulsioŶ ǀĠgĠtale est de ϮϮϲ,Ϭϳ Ŷŵ. EŶ effet, la 

taille des ĠŵulsioŶs dĠpeŶd de la Ŷatuƌe de l͛huile utilisĠe et du ƌatio huile/suƌfaĐtaŶt 

(Balakrishnan et al., 2009). Roland et ses collaborateurs (2003) oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌu͛eŶ diŵiŶuaŶt 
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la concentration en surfactant dans une émulsion, la taille des gouttelettes lipidiques 

augmentait (Roland et al., 2003).  

D͛autƌe paƌt, les faiďles iŶdiĐes de polǇdispeƌsitĠ des ĠŵulsioŶs ŵoŶtƌeŶt Ƌue la populatioŶ 

des gouttelettes est monodisperse. La mesure de mobilité électrophorétique permet de 

ŵettƌe eŶ ĠǀideŶĐe les ƌĠpulsioŶs ĠleĐtƌostatiƋues eŶtƌe les gouttelettes d͛huile, Ƌui 

influencent la coalescence et la stabilité des émulsions (Cambiella et al., 2007). Dans cette 

étude, nous avons tenu compte des valeurs de mobilité électrophorétique (ME) à la place du 

poteŶtiel zġta ;P)Ϳ, Đaƌ l͛ĠƋuatioŶ de ĐoŶǀeƌsioŶ de la ME eŶ P) Ŷ͛est ǀalaďle Ƌue dans le cas 

des particules solides (Cambiella et al., 2007; Nespolo et al., 2001). A la surface des 

gouttelettes, les Đhaƌges dĠpeŶdeŶt eŶ effet, de la Ŷatuƌe de l͛ĠŵulsifiaŶt, de sa 

concentration, du pH et de la salinité du milieu (Cambiella et al., 2007). 

Les valeurs de ME obtenues montrent que les gouttelettes dispersées sont chargées 

ŶĠgatiǀeŵeŶt, du fait de la Đhaƌge des lĠĐithiŶes Ƌui se positioŶŶeŶt à l͛iŶteƌfaĐe eau-huile. 

En effet, au pH physiologique, tous les phospholipides des lécithines sont chargés 

ŶĠgatiǀeŵeŶt à l͛eǆĐeptioŶ de la PC et de la PE qui sont neutres (Chansiri et al., 1999; Hung 

et al., 2007).  

 

Tableau 4:41 Mesuƌe de la taille, de la ŵoďilitĠ ĠleĐtƌophoƌĠtiƋue et de l͛iŶdiĐe de polǇdispeƌsitĠ 
des gouttelettes lipidiƋues d͛uŶe ĠŵulsioŶ à ďase d͛huile et de lĠĐithiŶe de sauŵoŶ vs huile et 

lécithine de colza (n=5) 

 

Saumon (30%) Saumon (10%) Colza (10%) 

 
Moyenne ET Moyenne ET Moyenne ET 

Taille (nm) 164,94 1,34 169,70 0,73 226,07 2,06 

Indice de polydispersité 0,12 0,01 0,16 0,01 0,17 0,01 

Mobilité électrophorétique (µmcm/Vs) -4,06 0,07 -3,16 0,02 -3,60 0,06 

 

Les résultats de taille obtenus par diffusion dynamique de lumière, sont confirmés par 

microscopie électronique à transmission où nous pouvons visualiser la distribution de taille 

des gouttelettes lipidiques (Figure 4:21). 
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Figure 4:21 Photo de microscopie électronique à transmission représentant les gouttelettes 
lipidiƋues de l͛ĠŵulsioŶ veĐtƌiĐe ;ϯϬ% d͛huile de sauŵoŶͿ  

 

4.3.1.4 Stabilité des émulsions en fonction du temps 

La stabilité physique des émulsions, stockées à température ambiante, a été suivie en 

fonction du temps pendant 30 jours. 

Les ŵesuƌes de taille, de la ŵoďilitĠ ĠleĐtƌophoƌĠtiƋue et de l͛iŶdiĐe de polydispersité 

ŵoŶtƌeŶt gloďaleŵeŶt uŶe gƌaŶde staďilitĠ pouƌ les tƌois tǇpes d͛ĠŵulsioŶs ;Tableau 4:42).  

En effet, la valeur de potentiel zéta (valeur convertie à partir de la mobilité 

électrophorétique) aux alentours de -45 mV, indique que les nano-suspensions sont 

stabilisées par les répulsions électrostatiques. Cette valeur de PZ doit être supérieure ou 

Ġgale à ± ϯϬ ŵV d͛apƌğs (Müller et al., 2001). 

 

Tableau 4:42 Evolution de la moyenne des paramètres physiques des gouttelettes lipidiques des 
émulsions vectrices (marine et végétale) en fonction du temps (n=5) 

 
Saumon (30%) 

 
Saumon (10%) 

 
Colza (10%) 

 
Taille en nm 

Jours Moyenne ET Jours Moyenne ET Jours Moyenne ET 

0 164,94 1,34 0 169,7 0,73 0 226,07 2,06 

5 164,77 1,35 7 174,2 1,42 7 224 3,16 

12 166,27 0,96 14 172,57 1,1 14 228,8 0,98 

20 165,1 1,15 22 168,07 0,84 22 227,87 4,1 

30 169,03 0,42 30 168,87 0,06 30 225,47 2,89 

 
Indice de polydispersité 

0 0,12 0,01 0 0,16 0,01 0 0,17 0,01 

5 0,14 0,01 7 0,17 0,01 7 0,17 0,01 

12 0,12 0,01 14 0,17 0,03 14 0,17 0,01 

20 0,13 0,02 22 0,18 0,01 22 0,17 0,01 

30 0,13 0,01 30 0,16 0,01 30 0,17 0,01 
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Saumon (30%) 

 
Saumon (10%) 

 
Colza (10%) 

 
Mobilité électrophorétique (µmcm/Vs) 

0 -4,06 0,07 0 -3,16 0,02 0 -3,6 0,06 

5 -3,73 0,07 7 -4,04 0,08 7 -3,34 0,05 

12 -4,08 0,1 14 -3,96 0,04 14 -3,4 0,03 

20 -3,83 0,04 22 -4,72 0,14 22 -3,44 0,07 

30 -3,39 0,05 30 -3,7 0,02 30 -3,54 0,08 

 

4.3.2 Vectorisation et biodisponibilité du coenzyme Q10 

De manière générale, les huiles améliorent le transport des molécules lipophiles dans le 

système lymphatique intestinal en augmentant leur absorption à travers le tractus gastro-

intestinal (Gursoy, 2004). La solubilité des principes actifs hydrophobes dans la fraction 

lipidique, eŶtƌaîŶe uŶe ŵeilleuƌe effiĐaĐitĠ d͛eŶĐapsulatioŶ (Nepal et al., 2010). 

4.3.2.1 Test de solubilité du CoQ10 daŶs l͛huile de sauŵoŶ 

AfiŶ de ƌĠaliseƌ le test de soluďilitĠ, l͛huile ĐoŶteŶaŶt le CoQ10 doit être monophasique à la 

température ambiante (Kommuru et al., 2001). Peu de formulations à base de CoQ10 

existent sur le marché des compléments alimentaires, en raison des problèmes de solubilité 

dans les vecteurs lipidiques (Balakrishnan et al., 2009). Pour pouvoir vectoriser le CoQ10 à 

l͛aide de l͛ĠŵulsioŶ ƌiĐhe eŶ AGPI-LC, Ŷous aǀoŶs tout d͛aďoƌd testĠ la solubilité maximale 

de Đe ĐoŵposĠ daŶs l͛huile de sauŵoŶ. Le test de soluďilitĠ est effeĐtuĠ uŶiƋueŵeŶt daŶs 

l͛huile de sauŵoŶ et ŶoŶ pas daŶs la phase huileuse Đoŵplğte ;huile + lĠĐithiŶeͿ. Les tƌaǀauǆ 

de Shafiq (2007) ont montré que, bien que le surfactant améliore considérablement la 

solubilité du CoQ10, il peut se produire une précipitation de ce dernier dans le tractus gastro-

intestinal, diminuant ainsi sa biodisponibilité (Shafiq et al., 2007). La Figure 4:22 représente 

la courbe de calibration du CoQ10, à uŶe loŶgueuƌ d͛oŶde de ϮϰϬ nm et à 37°C. Ces résultats 

peƌŵetteŶt d͛estiŵeƌ à ϴϭ,ϯ ± Ϭ,ϭ ŵg/ŵL d͛huile, le ŵaǆiŵuŵ de soluďilitĠ du CoQ10 dans 

l͛huile de sauŵoŶ.  
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Figure 4:22 Courbe de calibration du CoQ10 soluďilisĠ daŶs de l͛huile de saumon à 270 nm (n=3) 

 

Il a été démontré que la solubilité du CoQ10 dépend à la fois de la température et de la 

nature des acides gras (Thanatuksorn, 2009). EŶ effet, daŶs l͛huile de Ŷoiǆ de ĐoĐo et l͛huile 

d͛oliǀe, la soluďilitĠ ŵaǆiŵale du CoQ10 est respectivement de 205 mg/mL et 140 mg/mL. 

Ces résultats montrent que la longueuƌ des ĐhaîŶes d͛aĐides gƌas et le nombre 

d͛iŶsatuƌatioŶs iŶflueŶĐeŶt la soluďilitĠ du CoQ10 (Kommuru et al., 2001). 

4.3.2.2 Stabilité des émulsions 

EŶ ƌepƌeŶaŶt le pƌotoĐole d͛uŶe Ġtude ŵeŶĠe paƌ Balakrishnan et al., (2009), nous avons 

effectué un test de stabilité à température ambiante (25°C) car à faible température il se 

produit une précipitation du CoQ10 (Balakrishnan et al., 2009). 

EŶ ĐoŵpaƌaisoŶ aǀeĐ l͛ĠŵulsioŶ ƌiĐhe eŶ AGPI-LC à 30%, nous remarquons que le fait 

d͛ajouteƌ du CoQ10 ne modifie pas significativement la taille, la mobilité électrophorétique et 

l͛iŶdiĐe de polǇdispeƌsitĠ des gouttelettes lipidiƋues ;Tableau 4:43). 

 

Tableau 4:43 Paƌaŵğtƌes phǇsiƋues des gouttelettes lipidiƋues de l͛ĠŵulsioŶ ƌiĐhe eŶ AGPI-LC 
contenant du CoQ10 en fonction du temps (n=5) 

  Taille (nm) 
Mobilité électrophorétique 

(µmcm/Vs) 
Indice de polydispersité 

Jours Moyenne ET Moyenne ET Moyenne ET 

0 167,08 1,07 -3,89 0,13 0,12 0,02 

5 169,3 1,25 -3,91 0,04 0,12 0,02 

12 166,93 1,42 -4,27 0,16 0,12 0 

20 167 0,2 -3,59 0,11 0,11 0,02 

30 170,37 1,22 -3,98 0,08 0,12 0,02 

y = 0.0427x + 0.0169 
R² = 0.99 
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Les résultats de tailles obtenus par DLS sont confirmés par microscopie électronique à 

transmission (Figure 4:23) où on peut observer que la présence du CoQ10 Ŷ͛iŶflueŶĐe pas la 

morphologie des gouttelettes lipidiques. 

 

 

Figure 4:23 Photographie au microscopie électronique à transmission représentant le CoQ10 
solubilisé daŶs les gouttelettes lipidiƋues d͛uŶe ĠŵulsioŶ ƌiĐhe eŶ AGPI-LC  

 

4.3.2.3 Pharmacocinétique et biodisponibilité du CoQ10 

En raison de sa faible solubilité, la biodisponibilité du CoQ10 est limitée (Balakrishnan et al., 

2009). Pour remédier à ce problème plusieurs études se sont intéressées aux nano 

émulsions en tant que systèmes peƌŵettaŶt d͛aŵĠlioƌeƌ la ďiodispoŶiďilitĠ du CoQ10. L͛Ġtude 

Ƌue Ŷous aǀoŶs effeĐtuĠe ĐoŶsiste à Đoŵpaƌeƌ l͛effiĐaĐitĠ de diffĠƌeŶtes foƌŵulatioŶs de 

CoQ10 sur le comportement de modèles murins. Une formulation du commerce « Pharma 

Nord » a été choisie pouƌ estiŵeƌ l͛effiĐaĐitĠ des ǀeĐteuƌs pƌĠseŶtaŶt des AGPI-LC. La 

formulation Pharma Nord se présente sous forme de gélules molles contenant 30 mg de 

CoQ10 par gélule (0,5 g) solubilisé dans de l͛huile de soja. A teŵpĠƌatuƌe aŵďiaŶte, le CoQ10 

se présente sous la forme cristallisée et Ŷ͛est pas totaleŵeŶt soluďilisĠ daŶs l͛huile de soja. 

Cette Ġtude aǀait pouƌ oďjeĐtif de Đoŵpaƌeƌ l͛effiĐaĐitĠ de deuǆ foƌŵulatioŶs à aŵĠlioƌeƌ la 

biodisponibilité du CoQ10. De plus, au travers de cette étude, il était également possible 

d͛Ġǀalueƌ la peƌtiŶeŶĐe d͛uŶe ĠŵulsioŶ pƌĠpaƌĠe au pƌĠalaďle ĐoŵpaƌĠe à uŶe auto-

émulsion qui se réalise in situ lors du processus normal de digestion. 

4.3.2.3.1 Etude sur modèle souris  

Le dǇsfoŶĐtioŶŶeŵeŶt ŵitoĐhoŶdƌial, ĐoŶduisaŶt à l͛apoptose Đellulaiƌe, est iŵpliƋuĠ daŶs 

les mécanismes du stress oxydant cellulaire, mais aussi dans plusieurs maladies 
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ŶeuƌodĠgĠŶĠƌatiǀes Đoŵŵe la ŵaladie d͛Alzheiŵeƌ ;MAͿ, la ŵaladie de PaƌkiŶsoŶ ;MPͿ et 

la sclérose latérale amyotrophique (SLA) (Mancuso et al., 2006). En effet, la chaîne de 

transport mitochondriale représente le site majeur de la production des ROS par le biais des 

eŶzǇŵes iŶteƌǀeŶaŶt daŶs la sǇŶthğse de l͛ATP (Mancuso et al., 2009). De ce fait, 

l͛aĐĐuŵulatioŶ de ‘OS, ŶoŶ gĠƌĠe paƌ les dĠfeŶses Đellulaiƌes, peut eŶtƌaîŶeƌ le catabolisme 

des lipides, protéines et acides nucléiques. Plusieurs études ont démontré le rôle du CoQ10 

eŶ taŶt Ƌu͛ageŶt ŶeuƌopƌoteĐteuƌ ĐoŶtƌe les effets dĠlĠtğƌes des ‘OS, aiŶsi Ƌue leuƌs effets 

suƌ l͛apoptose Đellulaiƌe. HǇsoŶ et ses Đollaďoƌateuƌs ;ϮϬϭ0) ont montré que dans le cas de la 

maladie de Huntington (MH), un traitement avec une dose de 2400 mg/jour pendant 12 

semaines, améliorait la santé des patients (Hyson et al., 2010). La maladie de Huntington est 

en effet une maladie héréditaire, autosomique, se développant chez des individus âgés 

entre 40 et 50 ans, avec des symptômes détectables entre 15 et 25 ans. Elle se traduit par 

une dégénérescence neuronale, affectant les fonctions motrices et cognitives, et aboutissant 

ainsi à une démence. Ces fortes doses de CoQ10 ;jusƋu͛à ϮϰϬϬ ŵgͿ soŶt bien tolérées et ne 

présente aucun danger pour la santé des patients atteint de la MP (Shults et al., 2004). Une 

étude récente en 2008 a par ailleurs montré que le CoQ10 est déficient dans le cerveau de 

patients parkinsoniens (Hargreaves et al., 2008). Dans ce contexte, nous avons étudié la 

biodisponibilité du CoQ10 administré en forte concentration (1000 mg/kg) chez des souris. Il 

est à noter que ces doses restent tout de même non toxiques pour les souris. En effet, une 

dose allaŶt jusƋu͛à ϮϬ g de CoQ10/kg reste non toxique chez la souris et le rat (Fu et al., 

2009). D͛autƌe paƌt, uŶ sujet huŵaiŶ est Đapaďle de tolĠƌeƌ jusƋu͛à ϯg/jouƌ de CoQ10 

pendant 2 mois (Shults et al., 2004). 

Parallèlement à la vectorisation de la molécule sous forme émulsionnée et sous forme 

huileuse (Huile de saumon, lécithine de saumon et CoQ10), nous avons également testé une 

forme gélifiée, où le CoQ10 est dispersé dans de la carboxyméthyl cellulose. Deux groupes 

témoins ont été testés simultanément (témoin eau et témoin lécithine). 

Les ƌĠsultats de l͛aŶalǇse du CoQ10 au niveau du plasma des souris sacrifiées à T0, 1, 2, 4, 8, 

12 et 24h après le traitement à dose aigüe, sont présentés ci-dessous (Figure 4:24). 

 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Neurone
http://fr.wikipedia.org/wiki/D%C3%A9mence
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Figure 4:24 Biodisponibilité du CoQ10 administré sous différentes formulations chez les souris :  

Pharma Nord : 6% de CoQ10 dissout daŶs l’huile de soja ;ϯϬ ŵg/ Ϭ,ϱgͿ ; Formulation huileuse + CoQ10 : 6% de 

CoQ10 dissout dans les lipides totaux (30 mg/ 0,5g) ; Dispersion carboxymethyl cellulose + CoQ10 : 30 mg de 

CoQ10 / mL de dispersion (5% de carboxymethyl cellulose) ; Emulsion CoQ10 : 30 mg de CoQ10 /ŵL d’ĠŵulsioŶ, 
40% de lipides totaux, ϲϬ% d’eau distillĠe 

 

Nous avons utilisé le test de Kruskal Wallis pour analyser les données. Les différents groupes 

oŶt ĠtĠ eŶsuite ĐoŵpaƌĠs, deuǆ à deuǆ à l͛aide du test de MaŶŶ-Withney. Parmi toutes les 

foƌŵulatioŶs testĠes eŶ dose aigüe, seules la foƌŵulatioŶ huileuse et l͛ĠŵulsioŶ peƌŵetteŶt 

de retrouver significativement le CoQ10 dans la circulation sanguine. En effet, dans le cas de 

l͛ĠŵulsioŶ, la concentration en CoQ10 augmente encore 8h après administration, 

contrairement à la formulation huileuse où la concentration sanguine de CoQ10 commence à 

augmenter de manière exponentielle juste après son administration par voie orale. Les 

résultats obtenus ne suivent pas un modèle pharmacocinétique classique, composé des 

quatre phases : absorption, distribution, métabolisme et élimination de la substance active 

(Miles, 2007). Dans le cas de la formulation huileuse (lécithine et CoQ10) la cinétique 

enregistrée semble ĐoƌƌespoŶdƌe uŶiƋueŵeŶt à la phase d͛aďsoƌptioŶ. Cela pouƌƌait 

s͛eǆpliƋueƌ paƌ uŶ ŵĠtaďolisŵe plus leŶt liĠ à l͛ĠŵulsifiĐatioŶ eŶdogğŶe de la fƌaĐtioŶ 

lipidique. 

D͛autƌe paƌt, Miles ;ϮϬϬϳͿ ƌappoƌte, à paƌtiƌ de plusieuƌs Ġtudes, Ƌue daŶs ĐeƌtaiŶs Đas, il 

peut Ǉ aǀoiƌ appaƌitioŶ d͛uŶ seĐoŶd piĐ 24h apƌğs l͛adŵiŶistƌation du produit. Ce pic serait 

dû en effet à une redistribution entérohépatique, où le CoQ10 pourrait être ré-administré au 
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Ŷiǀeau de l͛iŶtestiŶ paƌ le ďiais de la ďile, puis ƌĠaďsoƌďĠ à tƌaǀeƌs la paƌoi iŶtestiŶale (Miles, 

2007). Dans le cas de la formulation de type émulsion, nous remarquons une diminution de 

la concentration plasmatique du CoQ10, Ϯϰh apƌğs le gaǀage, il s͛agit pƌoďablement du début 

de la phase de distƌiďutioŶ. A paƌtiƌ de l͛Ġtude ƌĠalisĠe, les deuǆ foƌŵulatioŶs ;ϭ g/Kg) 

peƌŵetteŶt d͛aŵĠlioƌeƌ la ďiodispoŶiďilitĠ du CoQ10 par rapport à la formulation de 

référence. Il est intéressent de noter que la formulation huileuse augmente la 

biodisponibilité du CoQ10, jusƋu͛à ϯϴ fois ĐoŵpaƌĠ à la foƌŵulatioŶ ĐoŵŵeƌĐiale de 

référence. 

4.3.2.3.2 Etude sur modèle rat  

La supplémentation quotidienne en CoQ10 Đhez l͛hoŵŵe, paƌ le ďiais de ĐoŵplĠŵeŶts 

alimentaires, varie de 30 à 90 mg/jour. Pour répondre à cette attente, nous avons réalisé 

une deuxième étude permettant un apport de 60 mg/Kg en accord avec plusieurs travaux 

évaluant la biodisponibilité du CoQ10 en utilisant différentes formulations (Balakrishnan et 

al., 2009; Choi et al., 2010).  

Trois formulations ont été testées chez le rat en dose aigüe (60 mg/Kg) : la formulation 

huileuse (huile de saumon + lécithine de saumon + CoQ10Ϳ, l͛ĠŵulsioŶ et la foƌŵulatioŶ 

galénique de référence (Pharma Nord). Deux groupes témoins (lécithine de saumon + eau) 

oŶt ĠgaleŵeŶt ĠtĠ ĠtudiĠs pouƌ Đoŵpaƌeƌ et ĠliŵiŶeƌ l͛effet de l͛eau et de la lĠĐithiŶe. 

Les résultats obtenus sont en accord avec les profils pharmacocinétiques correspondants à 

uŶe adŵiŶistƌatioŶ oƌale d͛uŶ pƌiŶĐipe aĐtif. En effet, le taux de CoQ10 dans le plasma, 

ĐoŵŵeŶĐe à augŵeŶteƌ apƌğs l͛adŵiŶistƌatioŶ des tƌois foƌŵulatioŶs testĠes ;ĠŵulsioŶ, 

foƌŵulatioŶ huileuse et Phaƌŵa NoƌdͿ, ĐoƌƌespoŶdaŶt à la phase d͛aďsoƌptioŶ. Cette phase 

ĐoŵŵeŶĐe à paƌtiƌ de l͛adŵiŶistƌatioŶ des foƌŵulatioŶs jusƋu͛au Tŵaǆ ĐoƌƌespoŶdaŶt à la 

concentration maximale (Cmax) atteinte (Miles, 2007). DuƌaŶt la phase d͛aďsoƌption, le 

CoQ10, paƌ l͛iŶteƌŵĠdiaiƌe des ĐhǇloŵiĐƌoŶs, tƌaǀeƌse les Đellules intestinales pénétrant ainsi 

daŶs la ĐiƌĐulatioŶ sǇstĠŵiƋue. L͛aďsoƌptioŶ du CoQ10 à travers la muqueuse intestinale met 

eŶ œuǀƌe les ŵĠĐaŶisŵes de diffusioŶ aĐtiǀe et passiǀe (Palamakula, 2005). En effet, le 

ŵaǆiŵuŵ d͛aďsoƌptioŶ du CoQ10 s͛effeĐtue au Ŷiǀeau du duodĠŶuŵ et du ĐoloŶ, l͛ilĠoŶ et 

enfin le jéjunum (Palamakula, 2005). A partir de Cmax, il s͛agit de la phase de distƌiďutioŶ, où 

le CoQ10 est incorporé avec les lipoprotéines dans les cellules hépatiques. Le CoQ10 est 

ensuite libéré dans le sang, généralement associé aux VLDL et LDL. 
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Les résultats montrent que la formulation émulsionnée permet une meilleure 

biodisponibilité du CoQ10 suivie de la formulation commerciale (Pharma Nord) et de la 

lécithine (Figure 4:25). Les profils pharmacocinétiques obtenus dans le cas de ces dernières 

formulations ne présentent pas de différences significatives. 

 

 

Figure 4:25 Biodisponibilité du CoQ10 vectorisé sous trois formulations différentes chez les rats  

(* : P<0.05 vs LĠĐithiŶe, † : P<0.05 vs Lécithine+CoQ10, $ : P<0.05 vs Pharma Nord) 

 

Les acides gras polyinsaturés retrouvés dans la formulation huileuse ainsi que dans 

l͛ĠŵulsioŶ oŶt uŶ effet ĐoŶĐeŶtƌatioŶ dĠpeŶdaŶt iŵpoƌtaŶt suƌ les ŵeŵďƌaŶes ďiologiƋues, 

augmentant leur fluidité. Une fois en contact avec les membranes des cellules intestinales, 

les AGPI-LC y sont intégrés, permettant ainsi une meilleure absorption du principe actif 

(Onuki, 2008). EŶ effet, l͛adŵiŶistƌatioŶ de l͛iŶsuliŶe à l͛aide de lipides fonctionnels, 

notamment l͛EPA et le DHA, aŵĠlioƌe soŶ aďsoƌptioŶ à tƌaǀeƌs la muqueuse intestinale 

(Onuki, 2008). 

La ƋuaŶtifiĐatioŶ de la ďiodispoŶiďilitĠ se fait à paƌtiƌ d͛uŶe foƌŵe galĠŶiƋue de ƌĠfĠƌeŶĐe, 

ƌepƌĠseŶtĠe paƌ Phaƌŵa Noƌd daŶs Ŷotƌe Đas. Pouƌ Đoŵpaƌeƌ l͛effiĐaĐitĠ des foƌŵulatioŶs 

testĠes, Ŷous aǀoŶs dĠteƌŵiŶĠ l͛aire sous la courbe (ASC ou AUC : Area Under Curve) qui 

représente la quantité du principe actif disponible au niveau sanguin en fonction du temps 

(Figure 4:26). Les valeuƌs des aiƌes sous les Đouƌďes ĐoŶfiƌŵeŶt l͛effiĐaĐitĠ de l͛ĠŵulsioŶ Ƌui 

pƌĠseŶte uŶe ĐoŶĐeŶtƌatioŶ plasŵatiƋue de Ϯϲϭϭϰϱ Ŷg h/ŵL, deuǆ fois supĠƌieuƌe à l͛AUC 

de la formulation huileuse (12791 ng h/mL). 
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Figure 4:26 Présentation des aires sous les courbes de biodisponibilités obtenues pour les 
diffĠƌeŶtes foƌŵulatioŶs ;* : P<Ϭ.Ϭ5 vs LĠĐithiŶe, † : P<0.05 vs Lécithine+CoQ10, $ : P<0.05 vs 

Pharma Nord) 

 

L͛AUC oďteŶue, apƌğs adŵiŶistƌatioŶ de la foƌŵulatioŶ Pharma Nord, est relativement plus 

élevée (15380 ng h/mL) par rapport à la formulation huileuse.  

Les concentrations plasmatiques maximales de CoQ10 atteiŶtes ;CŵaǆͿ daŶs le Đas d͛uŶe 

supplémentation en formulation huileuse, en émulsion et en formulation commerciale, sont 

respectivement de 659,29 ; 1217,43 et 877 ng/mL (Figure 4:27).  

 

 

Figure 4:27 Présentation de la concentration plasmatique maximale en CoQ10 pour les différents 
tǇpes de tƌaiteŵeŶts ;* : P<Ϭ.Ϭ5 vs LĠĐithiŶe, † : P<0.05 vs Lécithine+CoQ10, $ : P<0.05 vs Pharma 

Nord) 
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Généralement, le temps maximal correspondant à la concentration maximale de CoQ10 varie 

entre 6 et 8h en fonction de la dose administrée (Miles, 2007). Dans notre cas, le Tmax varie 

de 4 à 6h (Figure 4:28). Pour la formulation commerciale de référence, la Cmax est atteinte 

ϰh apƌğs le gaǀage, pƌĠĐĠdĠe paƌ la foƌŵulatioŶ huileuse ;ϱh et ϯϬ ŵiŶͿ puis paƌ l͛ĠŵulsioŶ 

(6h). 

 

Figure 4:28 Présentation du temps maximal correspondant à la concentration plasmatique 
maximale de CoQ10 ;* : P<Ϭ.Ϭ5 vs LĠĐithiŶe, † : P<0.05 vs Lécithine+CoQ10, $ : P<0.05 vs Pharma 

Nord) 

 

Le CoQ10 vectorisé par la formulation Pharma Nord, est rapidement absorbé pour atteindre 

sa concentration maximale plasmatique 4h après le traitement. Si on considère le temps de 

demi-vie du CoQ10 dans le plasma, il est inversement proportionnel au Tmax (Figure 4:29). 

En effet, en pharmacologie, la demi-vie désigne par extension le temps nécessaire pour que 

la ƋuaŶtitĠ d͛uŶe suďstaŶĐe ĐoŶteŶue daŶs uŶ sǇstğŵe ďiologiƋue soit diŵiŶuĠe de la ŵoitiĠ 

de sa ǀaleuƌ iŶitiale. L͛ĠŵulsioŶ permet un temps de demi-vie de 13h qui est très proche de 

celui liĠ à l͛adŵiŶistƌatioŶ de la foƌŵulatioŶ huileuse, ĐoŶtƌaiƌeŵeŶt à la foƌŵulatioŶ 

commerciale (8h). Avec les deux formulations développées au LIBio, le CoQ10 est présent 

plus loŶgteŵps daŶs l͛oƌgaŶisŵe, peƌŵettaŶt d͛espaĐeƌ les pƌises de Đe pƌiŶĐipe aĐtif. 
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Figure 4:29 Temps de demi-vie du CoQ10 dans le plasma en fonction des formulations  
;* : P<Ϭ.Ϭ5 vs LĠĐithiŶe, † : P<0.05 vs Lécithine+CoQ10, $ : P<0.05 vs Pharma Nord) 

 

4.3.3 Vectorisation et effet anticancéreux de la curcumine 

4.3.3.1 Test de soluďilitĠ de la ĐuƌĐuŵiŶe daŶs l͛huile de sauŵoŶ et l͛huile de Đolza 

Le log de P de la ĐuƌĐuŵiŶe est de Ϯ,ϱ Đe Ƌui eǆpliƋue sa faiďle soluďilitĠ à la fois daŶs l͛huile 

et daŶs l͛eau et paƌ ĐoŶsĠƋueŶt sa faiďle ďiodispoŶiďilitĠ. Pouƌ augŵeŶteƌ la ďiodispoŶiďilitĠ 

de la curcumine, nous allons la vectoriser dans des nanoémulsions formulées à partir d͛huile 

de saumon et de colza. Pour les mêmes raisons citées dans le cas du CoQ10, nous avons tout 

d͛aďoƌd ĠǀaluĠ la soluďilitĠ de la ĐuƌĐuŵiŶe daŶs Đes deuǆ huiles ĐoŵplğteŵeŶt diffĠƌeŶtes. 

La Đouƌďe d͛ĠtaloŶŶage de la ĐuƌĐuŵiŶe daŶs le méthanol, à 425 nm, a été utilisée pour 

dĠteƌŵiŶeƌ la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ ŵaǆiŵale de soluďilitĠ daŶs l͛huile de sauŵoŶ et l͛huile de 

colza.  

 

Figure 4:30 Courbe étalon de la curcumine dans du méthanol à 425 nm 
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Les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau 4:44. En se basant sur la nature des 

acides gras composaŶt l͛huile de sauŵoŶ et l͛huile de Đolza, Ŷous ƌeŵaƌƋuoŶs Ƌue Đes 

deƌŶiğƌes ĐoŶtieŶŶeŶt ƌespeĐtiǀeŵeŶt ϮϬ,ϱϯ et ϲ,ϱϭ% d͛aĐides gƌas satuƌĠs, ϰϵ,ϰϵ et ϲϰ,ϴϯ% 

d͛aĐides gƌas ŵoŶoiŶsatuƌĠs et Ϯϵ,ϵϴ et Ϯϴ,ϲϰ% d͛aĐides gƌas polǇiŶsatuƌĠs. EŶ effet le fait 

Ƌu͛il Ǉ ait plus d͛aĐides gƌas satuƌĠs daŶs l͛huile de sauŵoŶ eǆpliƋue Ƌue la ĐuƌĐuŵiŶe soit 

plus soluble dans celle-ci plutôt que dans l͛huile de Đolza. 

 

Tableau 4:44 SoluďilitĠ ŵaǆiŵale de la ĐuƌĐuŵiŶe daŶs l͛huile de sauŵoŶ et l͛huile de Đolza 

Curcumine Huile de saumon Huile de colza 

Solubilité (mg /ml) 0,33 ± 0,07 0,18 ± 0,05 

 

4.3.3.2 Détermination du temps d'induction oxydatif (OIT) par calorimétrie différentielle 

à balayage  

DaŶs le ďut d͛Ġǀalueƌ l͛effet pƌoteĐteuƌ de la ĐuƌĐuŵiŶe suƌ les phĠŶoŵğŶes d͛oǆǇdatioŶ des 

huiles utilisĠes daŶs la foƌŵulatioŶ des ĠŵulsioŶs, Ŷous aǀoŶs aŶalǇsĠ le teŵps d͛iŶduĐtioŶ 

oǆǇdatif des diffĠƌeŶts ŵĠlaŶges à l͛aide de la ĐaloƌiŵĠtƌie diffĠƌeŶtielle à balayage (DSC). La 

curcumine inhibe la peroxydation lipidique et neutralise les radicaux libres et hydroxyles en 

diminuant la génération des radicaux NO (oxyde nitrique) mais cela de manière dose 

dépendante (Edeas, 2006). 

Nous aǀoŶs tout d͛aďoƌd dĠteƌŵiŶĠ les pƌopƌiĠtĠs theƌŵiƋues de la ĐuƌĐuŵiŶe qui révèlent 

la pƌĠseŶĐe d͛uŶ piĐ de fusioŶ à ϭϴϬ°C, ĐoŶfoƌŵĠŵeŶt auǆ ĐaƌaĐtĠƌistiƋues pƌĠseŶtĠes paƌ 

Sigma Aldrich.  

L͛aŶalǇse des diffĠƌeŶts theƌŵogƌaŵŵes de l͛huile de sauŵoŶ ŵoŶtƌe, Ƌue la ĐuƌĐuŵiŶe 

peut agiƌ, eŶ foŶĐtioŶ de la dose, eŶ taŶt Ƌu͛aŶtioǆǇdant ou pro-oxydant (Tableau 4:45). 

Respectivement à des concentrations de 50 et 100 µg/ml, la curcumine joue son rôle 

d͛aŶtioǆǇdaŶt, eŶ augŵeŶtaŶt l͛OIT de ϱϰ ŵiŶ pouƌ l͛huile de sauŵoŶ ďƌute à ϲϭ,Ϯ et 64,2 

min. A partir de 150 µg de ĐuƌĐuŵiŶe/ŵl le teŵps d͛iŶduĐtioŶ diŵiŶue ;ϱϬ,ϵ ŵiŶͿ pƌĠseŶtaŶt 

un comportement pro-oxydant.  

OŶ ƌeŵaƌƋue d͛autƌe paƌt, Ƌue l͛OIT de l͛huile de sauŵoŶ ďƌute ;ϱϰ ŵiŶͿ Ŷe ǀaƌie pas de 

manière significative en ajoutant 330 µg/ml de curcumine (54,6 min). Cependant, comparé à 

l͛huile ďƌute doŶt la peŶte de theƌŵo-oxydation débute à partir 63 min, celle du mélange 

curcumine-huile ;ϯϯϬ µg/ŵlͿ dĠďute à ϰϬ ŵiŶ. CeĐi pouƌƌait s͛eǆpliƋueƌ paƌ le fait que la 
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peŶte soit tƌğs faiďle ŵais tout de ŵġŵe pƌĠĐoĐe Đe Ƌui ĐoŶfiƌŵe Ƌu͛à Đette ĐoŶĐeŶtƌatioŶ 

de 330 µg/mL la curcumine reste pro-oxydante. 

PaƌallğleŵeŶt, Ŷous aǀoŶs effeĐtuĠ le test de l͛OIT suƌ l͛huile de Đolza ;Tableau 4:45) avec 

différentes concentrations de curcumine. Pour la concentration maximale de solubilité de la 

curcumine (180 µg/mL), le résultat obtenu montre un comportement pro-oxydant de la 

curcumine (1ϰϯ,ϯ ŵiŶͿ ĐoŵpaƌĠ à l͛huile de Đolza ďƌute ;Ϯϳϱ,ϭ ŵiŶͿ. Nous aǀoŶs doŶĐ 

nettement diminué la concentration de la curcumine (25 µg/mL) pour pouvoir observer son 

effet pƌoteĐteuƌ suƌ l͛huile de Đolza. Le ƌĠsultat est plus iŶtĠƌessaŶt loƌsƋue l͛oŶ ƌajoute uŶe 

ĐoŶĐeŶtƌatioŶ de ϭϴϬ µg/ŵL de ĐuƌĐuŵiŶe Đaƌ le teŵps d͛iŶduĐtioŶ augŵeŶte jusƋu͛à ϭϵϯ,ϯ 

ŵiŶ. CepeŶdaŶt, l͛effet pƌo-oǆǇdaŶt de la ĐuƌĐuŵiŶe est toujouƌs oďseƌǀĠ. BieŶ Ƌu͛il eǆiste 

plusieuƌs Ġtudes suƌ l͛effet aŶtioǆǇdaŶt de la ĐuƌĐuŵiŶe, Ŷous aǀoŶs tƌouǀĠ très peu 

d͛Ġtudes suƌ soŶ effet pƌo-oxydant (Huo et al., 2009). Nous avons émis l͛hǇpothğse de 

l͛iŶflueŶĐe de la pƌĠseŶĐe d͛aŶtioǆǇdaŶts Ŷatuƌels eŶdogğŶes daŶs l͛huile de Đolza Ƌui 

agiraient en synergie avec la curcumine ajoutée. Cela se traduirait par une diminution du 

teŵps d͛iŶduĐtioŶ daŶs le ŵĠlaŶge huile de Đolza-curcumine. 

Pour ǀĠƌifieƌ Đette hǇpothğse, Ŷous aǀoŶs ĠliŵiŶĠ tous les aŶtioǆǇdaŶts de l͛huile de Đolza eŶ 

la puƌifiaŶt suƌ ĐoloŶŶe de siliĐe sous ǀide. L͛huile oďteŶue a ĠtĠ eŶsuite aŶalǇsĠe paƌ DSC eŶ 

absence et en présence de curcumine (Tableau 4:45). L͛OIT de l͛huile ďƌute puƌifiĠe 

augmente ;ϯϭϬ,ϭ ŵiŶͿ eŶ ĐoŵpaƌaisoŶ aǀeĐ l͛huile de Đolza ďƌute ;Ϯϳϱ,ϭ ŵiŶͿ eǆpliƋuaŶt eŶ 

paƌtie l͛aĐtioŶ des aŶtioǆǇdaŶts de l͛huile. 

En rajoutant des ĐoŶĐeŶtƌatioŶs de Ϯϱ µg/ŵl et ϭϱ µg/ŵL de ĐuƌĐuŵiŶe daŶs l͛huile de Đolza 

purifiée, les OIT relevés sont, respectivement, de 274,ϴ ŵiŶ et Ϯϳϲ,ϴ ŵiŶ. Il Ŷ͛Ǉ a donc pas 

d͛iŶflueŶĐe sigŶifiĐatiǀe eŶtƌe les deuǆ ĐoŶĐeŶtƌatioŶs utilisĠes. Paƌ ailleuƌs, Đes ƌĠsultats 

d͛OIT soŶt plus ĠleǀĠs Ƌue Đeuǆ oďteŶus daŶs le Đas de l͛huile de Đolza ďƌute. 

Pouƌ ĐoŶĐluƌe Đette disĐussioŶ, l͛effet pƌo-oǆǇdaŶt de la ĐuƌĐuŵiŶe daŶs l͛huile de Đolza est 

pƌĠseŶt, ŵais ƋuelƋue peu attĠŶuĠ paƌ l͛Ġtape de puƌifiĐatioŶ de l͛huile. Les antioxydants de 

l͛huile auƌaieŶt euǆ ŵġŵe uŶ effet pƌo-oxydant dans les conditions opératoires choisies 

;ϭϭϬ°CͿ. L͛OIT est eŶ effet uŶe teĐhŶiƋue peƌŵettaŶt d͛Ġǀalueƌ la staďilitĠ oǆǇdatiǀe des 

huiles suƌ uŶe loŶgue pĠƌiode. D͛autƌe paƌt, Ŷous ĠŵettoŶs l͛hǇpothğse Ƌue la ĐuƌĐuŵiŶe Ŷe 

supporterait pas la température de 110°C. Nous avons envisagé, comme perspective de 

Đette Ġtude, d͛utiliseƌ d͛autƌes ŵĠthodes pouƌ Ġǀalueƌ l͛effet aŶtioǆǇdaŶt des ĐoŶĐeŶtƌatioŶs 
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de solubilisation maximale de la curcumine à teŵpĠƌatuƌe aŵďiaŶte, telles Ƌue l͛iŶfƌaƌouge 

et l͛iŶdiĐe de polǇğŶes. 

Tableau 4:45 Teŵps d͛iŶduĐtioŶ à l͛oǆǇdatioŶ d͛huiles de saumon et de colza formulées avec 
différentes concentrations de curcumine 

Huile Concentration en curcumine Teŵps d͛iŶduĐtioŶ à l͛oǆǇdatioŶ 
Huile de saumon - 54 min (pente débute à 63 min) 
Huile de saumon 50 µg/ml 61,2 min 
Huile de saumon 100 µg/ml 64,2 min 
Huile de saumon 150 µg/ml 50,9 min 
Huile de saumon 330 µg/ml 54,6 min (pente débute à 63 min) 
Huile de colza - 275,1 min 
Huile de colza 25 µg/mL 193,3 min 

Huile de colza 180 µg/ml 143,3 min 
Huile de colza purifiée   - 310,1 min 
Huile de colza purifiée   25 µg/ml 274,8 min 
Huile de colza purifiée   15 µg/mL 276,8 min 

 

4.3.3.3 Stabilité des émulsions 

Le diamètre hydraulique moyen et la mobilité électrophorétique des gouttelettes lipidiques 

sont mesurés immédiatement après la préparation des émulsions (T0). En raison de la 

stabilité accrue des émulsions, la taille et la mobilité ont été mesurées une fois par semaine. 

En effet, les ƌĠsultats de taille, de ŵoďilitĠ ĠleĐtƌophoƌĠtiƋue et l͛iŶdiĐe de polǇdispeƌsitĠ 

montrent que les émulsions sont très stables pendant 30 jours de stockage à température 

ambiante. La taille des gouttelettes varie de ϭϲϭ,ϵϮ à ϭϲϯ,ϵϳ Ŷŵ pouƌ l͛ĠŵulsioŶ de sauŵoŶ 

contenant la curcumine (Tableau 4:46).  

Nous ƌeŵaƌƋuoŶs paƌ ĐoŶtƌe Ƌue pouƌ l͛ĠŵulsioŶ ǀĠgĠtale à ďase d͛huile et de lécithine de 

Đolza, la taille des ĠŵulsioŶs est plus iŵpoƌtaŶte et ǀaƌie de ϮϬϱ à Ϯϭϭ Ŷŵ pouƌ l͛ĠŵulsioŶ 

vectrice de curcumine (Tableau 4:47). 

Coŵŵe daŶs le Đas des ĠŵulsioŶs tĠŵoiŶs, l͛ĠŵulsioŶ ǀĠgĠtale est ĐoŵposĠe de 

gouttelettes de taille plus ĠleǀĠe Ƌue l͛ĠŵulsioŶ d͛oƌigiŶe ŵaƌiŶe. Cette faiďle diffĠƌeŶĐe de 

taille est probablement due à la composition en acides gras et en classes lipidiques des 

lécithines utilisées. En effet, nous retrouvons plus de PC dans la lécithine de saumon 

(28,11%) que celle de colza (11,69%) alors que le pourcentage de PE est très proche (13,53% 

et 13,89% respectivement pour la lécithine de saumon et de colza). Le pourcentage de PC 

pourrait, en plus de la nature des acides gras, être responsable de cette différence.  

La ŵoďilitĠ ĠleĐtƌophoƌĠtiƋue ŵoŶtƌe ĠgaleŵeŶt Ƌue l͛ĠŵulsioŶ ƌeste staďle duƌaŶt la 

période de stockage. En effet, plus la valeur absolue de la mobilité électrophorétique des 
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gouttelettes est ĠleǀĠe, plus elles ǀoŶt aǀoiƌ teŶdaŶĐe à ŵoiŶs ĐoalesĐeƌ. L͛iŶdiĐe de 

polydispersité ne dépasse pas la valeur de 0,17. Cette valeur montre une grande stabilité des 

émulsions et ne laisse pas apparaître différentes populations de taille de gouttelettes 

lipidiques en fonction du temps. 

Tableau 4:46 Evolution de la moyenne des paramètres physiques des gouttelettes lipidiques de 
l͛ĠŵulsioŶ foƌŵulĠe à paƌtiƌ d͛huile et lĠĐithiŶe de sauŵoŶ eŶ foŶĐtioŶ du teŵps (n=5) 

 
Saumon (10%) 

 Taille (nm) Mobilité électrophorétique (µmcm/Vs) Indice de polydispersité 

Jours Moyenne ET Moyenne ET Moyenne ET 

0 161,92 1,33 -3,37 0,07 0,14 0,01 

7 163,27 2,11 -3,98 0,1 0,15 0,01 

14 162,3 0,87 -4,11 0,03 0,16 0,01 

22 159,33 2,46 -3,58 0,07 0,16 0,02 

30 162,03 1,01 -3,78 0,06 0,15 0,02 

 

Tableau 4:47 Evolution de la moyenne des paramètres physiques des gouttelettes lipidiques de 
l͛ĠŵulsioŶ foƌŵulĠe à paƌtiƌ d͛huile et lĠĐithiŶe de Đolza eŶ foŶĐtioŶ du teŵps (n=5) 

 
Colza (10%) 

 Taille (nm) Mobilité électrophorétique (µmcm/Vs) Indice de polydispersité 

Jours Moyenne ET Moyenne ET Moyenne ET 

0 205,7 0,96 -3,23 0,03 0,14 0,01 

7 210,53 2,07 -3,37 0,02 0,15 0,01 

14 212,67 1,25 -3,4 0,03 0,16 0,01 

22 209,07 2,05 -3,54 0,06 0,16 0,03 

30 211,47 0,74 -3,44 0,03 0,16 0,02 

 

4.3.3.4 Effet de la veĐtoƌisatioŶ suƌ l͚aĐtivitĠ aŶtiĐaŶĐĠƌeuse de la ĐuƌĐuŵiŶe 

Les cinétiques de croissance cellulaire sont mesurées au cours de 77h de contact des 

traitements élaborés, avec les cellules MCF7 (Figure 4:31Ϳ. Apƌğs ϮϮ,ϱ h d͛iŶĐuďatioŶ, les 

différentes formulations de curcumine ont été mises en contact avec les cellules. Une 

normalisation des indices cellulaires afin de comparer les effets des traitements appliqués a 

été effectuée. Il apparaît que la cinétique de croissance des cellules cancéreuses (MCF7) est 

eǆpoŶeŶtielle jusƋu͛à ϯϵh d͛iŶĐuďatioŶ, aǀaŶt de s͛iŶflĠĐhiƌ et faiƌe appaƌaîtƌe uŶ plateau 

eŶtƌe ϯϵ et ϱϱh d͛iŶĐuďatioŶ. La ĐƌoissaŶĐe Đellulaire reprend après 55h avec la même 

vitesse que la première phase exponentielle. De manière générale, les différents traitements 

appliqués aux cellules influencent leur cinétique de croissance. 
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L͛ĠthaŶol seul, testĠ eŶ taŶt Ƌue tĠŵoiŶ, diŵiŶue l͛iŵpĠdaŶĐe Đellulaiƌe jusƋu͛à ϯϴh de 

contact, puis nous remarquons une augmentation de celle-Đi jusƋu͛à la fiŶ du tƌaiteŵeŶt. 

L͛effet de la ĐuƌĐuŵiŶe, soluďilisĠe daŶs l͛ĠthaŶol, à Ϭ,ϱ et Ϯ,ϳ µM est apeƌçu apƌğs ϯϴh de 

ĐoŶtaĐt où l͛iŶdiĐe Đellulaiƌe ƌeste faiďle et ĐoŶstaŶt, ĐoŶtƌaiƌeŵeŶt à l͛ĠthaŶol seul. Au ďout 

de 55h de contact, nous remarquons, cependant, une légère croissance cellulaire chez les 

cellules traitées avec la plus faible dose de curcumine. 

Les deux émulsions témoins à base de lipides de colza et de saumon présentent un effet 

concentration dépendant sur les cellules cancéreuses MCF7. En effet, la concentration en 

émulsion témoin, permettant de vectoriser 0,5 µM de curcumine, a un effet positif sur la 

croissance cellulaire, plus prononcé dans le cas de l͛ĠŵulsioŶ foƌŵulĠe à paƌtiƌ de lipides 

marins. Une concentration en émulsion témoin, formulée à partir de lipides végétaux 

peƌŵettaŶt de ǀeĐtoƌiseƌ Ϯ,ϳ µM de ĐuƌĐuŵiŶe, Ŷ͛eŶtƌaîŶe pas de ĐƌoissaŶĐe Đellulaiƌe. Cette 

dernière reste constante en fonctioŶ du teŵps, ĐoŶtƌaiƌeŵeŶt à l͛ĠŵulsioŶ ŵaƌiŶe, Ƌui 

ĐoŶduit à uŶe ŵoƌt Đellulaiƌe se tƌaduisaŶt paƌ uŶe Đhute de l͛iŶdiĐe Đellulaiƌe apƌğs ϲϮh de 

contact.  

Avec une concentration de 0,5 µM de curcumine, la pƌolifĠƌatioŶ Đellulaiƌe s͛aĐĐĠlğre avec 

les deux émulsions végétale et marine, comparées à la cinétique de croissance des témoins 

(cellules et émulsions). Les émulsions, vectorisant 2,7 µM de curcumine, présentent une 

augŵeŶtatioŶ de la ĐƌoissaŶĐe Đellulaiƌe, plus pƌoŶoŶĐĠe daŶs le Đas de l͛ĠŵulsioŶ ǀĠgĠtale, 

aǀaŶt de ǀoiƌ appaƌaîtƌe uŶe Đhute de l͛iŶdiĐe Đellulaiƌe à paƌtiƌ ϱϬh pouƌ l͛ĠŵulsioŶ marine, 

et de ϱϱh pouƌ l͛ĠŵulsioŶ ǀĠgĠtale. 
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Figure 4:31 Cinétique de prolifération cellulaire des cellules cancéreuses mammaires (MCF7) en fonction de la vectorisation de curcumine sous forme 
nanoémulsionnée, formulée à partir de fractions lipidiques marine et végétale à différentes concentrations. 
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L͛ĠŵulsioŶ à ďase d͛huile et de lécithine de saumon semble avoir un effet inhibiteur sur la 

cinétique de croissance des cellules MCF7 mais moins important que celui de la curcumine 

seule. EŶ teŶaŶt Đoŵpte de l͛effet de l͛ĠthaŶol, Ŷous Ŷe pouǀoŶs pas Đoŵpaƌeƌ l͛effiĐaĐitĠ de 

la vectorisation par rapport à la molécule solubilisée dans ce solvant. Nous allons donc en 

peƌspeĐtiǀe ĐhaŶgeƌ le solǀaŶt de soluďilisatioŶ pouƌ faiƌe ƌessoƌtiƌ l͛effet ƌĠel de la 

curcumine seule pour les deux concentrations (0,5 et 2,7 µM). Il est cependant intéressant 

de Ŷoteƌ Ƌue les lipides d͛oƌigiŶe ŵaƌiŶe peƌŵetteŶt de ƌĠduiƌe le dĠǀeloppeŵeŶt des 

Đellules ĐaŶĐĠƌeuses. Ce phĠŶoŵğŶe pouƌƌait s͛eǆpliƋueƌ ŶotaŵŵeŶt paƌ les effets 

inhibiteurs des AGPI- 

LC (EPA et DHA) sur la cyclo-oxygénase (COX) réduisant ainsi le taux de prostaglandines tout 

eŶ faǀoƌisaŶt l͛aĐtiǀitĠ de la lipo-oxygénase (LOX). Une augmentation de la production des 

acides hydroxy-eicosatriénoïques et des leukotriènes B4 retarderait ainsi le processus 

d͛iŶǀasioŶ des cellules cancéreuses (Narayan et al., 2006). Une étude expérimentale in vivo a 

ŵoŶtƌĠ Ƌue le DHA est plus effiĐaĐe Ƌue l͛EPA pouƌ iŶhiďeƌ les faĐteuƌs de tƌaŶsĐƌiptioŶ 

activateurs de la protéine 1 (AP-1) impliquée dans le développement du cancer (Narayan et 

al., 2006). 
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5 Conclusions et perspectives 
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L͛objectif de ce travail portait suƌ l͛Ġtude d͛uŶ Đoŵpleǆe phospholipopeptidique extrait par 

voie enzymatique à partir de têtes de saumon. Ce procédé breveté, respectueux de 

l͛eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt et ŶoŶ dƌastique, permet au Laboratoire Le Stum de commercialiser un 

produit intégrant une forme lyophilisée du CPLP, qui se démarque des produits 

généralement trouvés sur le marché des compléments alimentaires. La maîtrise des 

ĐoŶditioŶs d͛eǆtƌaĐtioŶ ĐoŶduit à l͛oďteŶtioŶ d͛uŶe huile de sauŵoŶ pƌiŶĐipaleŵeŶt 

ĐoŵposĠe d͛uŶe fraction triglycéridique riche en acides gras polyinsaturés à longue chaîne. 

Cette huile présente des qualités intéressantes de par la pƌĠseŶĐe d͛aŶtioǆǇdaŶt Ŷatuƌel 

;astaǆaŶthiŶeͿ ŵais aussi eŶ ƌaisoŶ d͛uŶe pƌopoƌtioŶ d͛aĐide doĐosahexaénoïque supérieure 

à celle de l͛aĐide eiĐosapeŶtaĠŶoïƋue, ƌatio Ƌui est diffĠƌeŶt paƌ eǆeŵple daŶs l͛huile de Krill. 

Outƌe l͛huile de sauŵoŶ, l͛eǆtƌaĐtioŶ saŶs solǀaŶt oƌgaŶiƋue peƌŵet de ƌĠĐupĠƌeƌ apƌğs 

étape de centrifugation une fractioŶ d͛hǇdƌolǇsats peptidiƋues doŶt la taille peut être 

ŵaîtƌisĠe paƌ le ĐoŶtƌôle de la ĐiŶĠtiƋue d͛hǇdƌolǇse ;ŵaîtƌise du degƌĠ d͛hǇdƌolǇseͿ. 

Ces deuǆ pƌeŵiğƌes fƌaĐtioŶs, dĠjà ĠtudiĠes au LIBio à l͛ĠĐhelle pilote, Ŷ͛oŶt pas fait l͛oďjet 

d͛Ġtudes approfondies au cours de ce travail. 

Les recherches se sont focalisées sur les différentes fractions lipidiques et peptidiques du 

CPLP Ƌui seŵďleŶt doŶŶeƌ des ƌĠsultats ĐoŶtƌe l͛hǇpeƌaĐtiǀitĠ. La ŵise eŶ ĠǀideŶĐe de l͛effet 

aŶǆiolǇtiƋue a ĠtĠ dĠŵoŶtƌĠe paƌ l͛utilisatioŶ d͛uŶe ďatteƌie de tests Đoŵpoƌtementaux sur 

uŶ ŵodğle ŵuƌiŶ. Pouƌ Đela, il a ĠtĠ ŶĠĐessaiƌe de ĐaƌaĐtĠƌiseƌ d͛uŶ poiŶt de ǀue 

physicochimique la fraction lipidique. Sa composition en lipides totaux a été optimisée sur le 

plan industriel à 30% et présente 65,5% de lipides polaires. Cette fraction lipidique est 

fortement concentrée en EPA (10,5%) et en DHA (20,3%), estérifiés majoritairement sur les 

lipides polaires avec des teneurs respectives de 9% et de 36,5%. Une étude comparative 

aǀeĐ uŶ pƌoduit à ďase d͛huile de Krill a permis de mettre en évidence certaines différences 

significatives avec les lipides polaires issus de saumon. La comparaison des phospholipides 

notamment de PC et de PE, provenant du CPLP avec ceux provenant du Krill, nous a permis 

de mettre en évidence la forte teŶeuƌ eŶ DHA paƌ ƌappoƌt à l͛EPA de la PC et de la PE de 

têtes de saumon, respectivement de 24,76% et 37,83%. Contrairement aux phospholipides 

de têtes de saumon, les phospholipides du Krill ĐoŵpoƌteŶt ŵajoƌitaiƌeŵeŶt de l͛EPA aǀeĐ 

des teneurs de 29,7% et 12,2%, respectivement dans la PC et la PE. Les résultats de régio-

distribution montrent que ces AGPI-LC des deux produits analysés, CPLP et Krill, sont 

majoritairement positionnés en sn-2. Cette position est plus favorable à la protection contre 
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l͛hǇdƌolǇse par les lipases et augmente fortement la biodisponibilité de ces acides gras. Ces 

deux produits, riches en EPA et DHA estérifiés sur des phospholipides en proportions 

différentes, pourraient avoir des potentialités différentes dans la prévention de maladies 

cardiovasculaiƌes ;ƌôle aĐĐƌu de l͛EPAͿ et des maladies neurodégénératives (rôle 

prépondérant du DHA). 

Une caractéristique majeure du CPLP est la pƌĠseŶĐe d͛hǇdƌolǇsats peptidiƋues peƌŵettaŶt 

une excellente digestibilité sans éructation ni remontée d'odeur de poisson, typique des 

huiles de poisson. Avec une teneur en peptides de ϴϮ%, la ĐoŵpositioŶ de l͛hǇdƌolǇsat ŵet 

eŶ eǆeƌgue la pƌĠseŶĐe d͛aĐides aŵiŶĠs pƌĠseŶtaŶt uŶ pouǀoiƌ aŶtioǆǇdaŶt Đoŵŵe 

l͛arginine, la proline, l'histidine, la tyrosine et la lysine. Les études de protéomique nous ont 

peƌŵis d͛ideŶtifieƌ les pƌotĠiŶes Ŷatiǀes de tġtes de saumon. La cartographie de toutes les 

sĠƋueŶĐes des peptides foƌŵĠs apƌğs l͛hǇdƌolǇse eŶzǇŵatiƋue des tġtes de sauŵoŶ Ŷous 

laisse eŶ peƌspeĐtiǀe uŶe Ġtude d͛ideŶtification des propriétés fonctionnelles de chacune de 

ces séquences par consultation des bases de données avant étape de purification.  

L͛assoĐiatioŶ de la fƌaĐtioŶ lipidiƋue ƌiĐhe eŶ phospholipides et eŶ AGPI-LC associée à la 

fraction peptidique fait de Đe Đoŵpleǆe, uŶ pƌiŶĐipe aĐtif ƋuasiŵeŶt uŶiƋue aujouƌd͛hui suƌ 

le marché des compléments alimentaires. 

L͛aŶalǇse des ŵiŶĠƌauǆ du CPLP Ŷ͛a ƌĠǀĠlĠ auĐuŶe tƌaĐe de ŵĠtauǆ louƌds daŶgeƌeuǆ pouƌ la 

santé du consommateur, ni pouvant influencer les tests comportementaux effectués in vivo. 

AfiŶ d͛Ġtudieƌ les effets à l͛oƌigiŶe de la diŵiŶutioŶ de l͛aŶǆiĠtĠ, le Ŷiǀeau du statut oxydatif 

des ROS endogènes des neurones du système nerveux central a été évalué après 14 jours de 

traitement. Les résultats in vitro obtenus décrivent un pouvoir antioxydant des composants 

peptidiques et des lipides du CPLP administrés pendant 14 jours à double dose. Beaucoup 

d͛Ġtudes aŶiŵalières et ĐliŶiƋues oŶt poƌtĠ suƌ les effets ĐoŵpoƌteŵeŶtauǆ d͛uŶe dĠfiĐieŶĐe 

ou d͛uŶe ĐoŵplĠŵeŶtatioŶ eŶ AGPI. Toutefois, les mécanismes d͛aĐtioŶ de Đes aĐides gƌas 

aux propriétés anxiolytiques-like restent encore méconnus. Il en va de même pour les 

hǇdƌolǇsats peptidiƋues ŵaƌiŶs et leuƌ ǀeĐtoƌisatioŶ sous la foƌŵe d͛uŶ CPLP, pouƌ lesƋuels 

auĐuŶe Ġtude Ŷe ŵeŶtioŶŶe uŶ effet suƌ l͛aŶǆiĠtĠ.  

Du fait de leurs fonctions et de leurs intérêts biologiques, les lipides totaux du CPLP ont été 

utilisés pour vectoriser et augmenter la biodisponibilité de molécules hydrophobes peu 

disponibles. Cette étape de travail, a donné naissance à deux formulations différentes et 

effiĐaĐes, peƌŵettaŶt d͛augŵeŶteƌ la ďiodispoŶiďilitĠ du CoQ10 chez des souris et des rats. La 
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pƌeŵiğƌe foƌŵulatioŶ huileuse s͛iŶsĐƌit daŶs le Đadƌe d͛uŶe prévention thérapeutique dans 

le cas de certaines maladies liées au stress oxydant et au dysfonctionnement mitochondrial 

impliquant le CoQ10. Dans ce cas, une supplémentation avec une forte dose est 

ƌeĐoŵŵaŶdĠe paƌallğleŵeŶt au tƌaiteŵeŶt. D͛autƌe paƌt, uŶe foƌŵulatioŶ ŶaŶo-

émulsionnée à base de CoQ10 et de lipides totaux riches en phospholipides et en oméga-3, 

améliore la biodisponibilité de ce dernier par rapport à une formulation commerciale 

permettant ainsi une supplémentation journalière à des doses classiques. 

Durant ce travail, la biodisponibilité de la curcumine a également été étudiée dans le but 

d͛aĐĐeŶtueƌ soŶ effet aŶtiĐaŶĐĠƌeuǆ suƌ des Đellules malignes mammaires de type MCF7. Les 

résultats de cette étude nous ont révélé l͛effiĐaĐitĠ de la foƌŵulatioŶ Ġmulsionnée en 

diŵiŶuaŶt la pƌolifĠƌatioŶ Đellulaiƌe. CepeŶdaŶt, l͛ĠŵulsioŶ à ďases d͛iŶgƌĠdieŶts ŵaƌiŶs 

présente un effet précoce sur la chute de la pƌolifĠƌatioŶ Đellulaiƌe paƌ ƌappoƌt à l͛ĠŵulsioŶ à 

base de lipides d͛oƌigiŶe ǀĠgĠtale. D͛autƌe paƌt, l͛effet de la ĐuƌĐuŵiŶe seule est masqué par 

la pƌĠseŶĐe d͛éthanol en raison de son caractère insoluble mis à part en phase organique. 

De par sa composition physicochimique, le complexe phospholipopeptidique présente un 

potentiel important dans le domaine de la supplémentation en acide gras de la série oméga-

3 ainsi que dans le domaine thérapeutique, compte tenu de son effet anxiolytique-like. Du 

fait de son effet antioxydant endogène sur les neurones, le CPLP pourrait intervenir dans la 

prévention de maladies neurodégénératives liées à un stress oxydant comme la maladie de 

Parkinson et la ŵaladie d͛Alzheiŵeƌ... 

Il découle de ces travaux réalisés, un certain nombre de perspectives intéressantes pour la 

ĐoŵpƌĠheŶsioŶ des ŵĠĐaŶisŵes d͛aĐtioŶ et l͛ideŶtifiĐatioŶ des ŵolĠĐules d͛iŶtĠƌġt 

pƌĠseŶtes daŶs le CPLP. CeƌtaiŶes peƌspeĐtiǀes ĐoŶĐeƌŶeƌoŶt l͛Ġtude appƌofoŶdie des 

différentes séquences de peptides aĐtifs ƌetƌouǀĠes daŶs l͛hǇdƌolǇsat afiŶ d͛eŶƌiĐhiƌ les 

données de la littérature. Il serait également intéressant de déterminer dans ce mélange de 

peptides et d͛aĐides aŵiŶĠs, Đelui à l͛oƌigiŶe de Đet effet aŶǆiolǇtiƋue-like, par 

l͛iŶteƌŵĠdiaiƌe de tests ĐoŵpoƌteŵeŶtauǆ et des Ġtudes des ŵĠĐaŶisŵes d͛aĐtioŶs 

possiďles. D͛autƌe paƌt, uŶ pƌotoĐole est eŶ Đouƌs de dĠǀeloppeŵeŶt, pouƌ dĠteƌŵiŶeƌ la 

position des acides gras au niveau des phospholipides, notamment par spectrométrie de 

masse. 
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L͛aĐtiǀitĠ aŶtiĐancéreuse déterminée par analyse de la prolifération cellulaire in situ sera 

poursuivie, en testant différentes concentrations de curcumine pour faire ressortir plus 

ĐlaiƌeŵeŶt l͛effet du ǀeĐteuƌ.  

 

Ce travail donnera lieu à quatre publications scientifiques à partir des résultats obtenus : 

 

 Regiospecific distribution of fatty acids in salmon head and Krill phospholipids using 

phospholipase A2 and a new methodology implementing mass spectrometry. 

 Improving bioavalability of CoQ10 using nanoemulsions based on polyunsaturated 

fatty acids from salmon head lecithin. 

 Anxiolytic effect of salmon head phospholipopeptidic complex: effect of lipid and 

hydrolyzate fraction. 

 Comparing effects on breast cancer cells (MCF7) between curcumine and curcumine 
encapsulated by marine nanoemulsion. 
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Titre : Nano-ĠŵulsioŶ Ŷatuƌelle de phospholipides ŵaƌiŶs, issus d͛uŶ Đoŵpleǆe 
phospholipopeptidiƋue pƌoveŶaŶt d͛uŶ pƌoĐĠdĠ de valoƌisatioŶ de co-produits de saumon, et 
applications à la vectorisation de molécules faiblement biodisponibles 

Résumé : Les bienfaits des acides gras oméga-ϯ, esseŶtielleŵeŶt l͛EPA ;CϮϬ:ϱŶ-3) et le DHA (C22:6n-
3) sont bien élucidés dans la littérature. Ils jouent en effet, un rôle essentiel dans la prévention de 
nombreuses maladies neurodégénératives et cardiovasculaires. Ces acides gras polyinsaturés à 
loŶgue ĐhaîŶe soŶt ŵajoƌitaiƌeŵeŶt ƌetƌouǀĠs daŶs des souƌĐes d͛oƌigiŶes ŵaƌiŶes. DaŶs Đe 
contexte, nous nous sommes intéressés d͛uŶe paƌt à l͛effet du Đoŵpleǆe phospholipopeptidiƋue 
pƌoǀeŶaŶt de l͛hǇdƌolǇse eŶzǇŵatiƋue des tġtes de sauŵoŶ, suƌ l͛aŶǆiĠtĠ et le stƌess oǆǇdaŶt daŶs le 
Đadƌe d͛uŶe Ġtude ĐoŵpoƌteŵeŶtale effeĐtuĠe suƌ uŶ ŵodğle ŵuƌiŶ. D͛autƌe paƌt, Ŷous aǀoŶs ŵis eŶ 
place une approche de double vectorisation, sous formes de nanoémulsions, visant à augmenter la 
biodisponibilité de deux molécules hydrophobes et bioactives (coenzyme Q10 et curcumine) en 
utilisant les lipides totaux (phospholipides et triacylglycérols) du complexe phospholipopeptidique 
riche en EPA et en DHA. Les résultats de ce travail ont montré que le CPLP, sa fraction lipidique et 
peptidique ont un effet anxiolytique à une dose de 600 mg de CPLP/jour pendant 14 jours de 
traitement. Il a également été démoŶtƌĠ daŶs Đette Ġtude Ƌue l͛hǇdƌolǇsat peptidiƋue du CPLP 
diminue significativement, à double dose, le stress oxydant en baissant le niveau endogène des 
espğĐes ƌĠaĐtiǀes de l͛oǆǇgğŶe ;‘OSͿ daŶs les ŶeuƌoŶes. D͛autƌe paƌt, pouƌ uŶe utilisatioŶ 
thérapeutique, la biodisponibilité du CoQ10 ǀeĐtoƌisĠ à foƌte dose est aŵĠlioƌĠe jusƋu͛à ϯϴ fois paƌ la 
formulation huileuse composée de lipides polaires du CPLP. Concernant la supplémentation classique 
en CoQ10 en tant que complément alimentaire, la formulation émulsionnée présente une meilleure 
disponibilité à dose aigüe, avec une concentration plasmatique deux fois plus élevée que la 
formulation de référence. Malgré une activité anticancéreuse reconnue pour la curcumine, sa faible 
solubilité diminue sa biodisponibilité et limite de ce fait son utilisation. La formulation 
nanoémulsionnée de curcumine contribue à inhiber la prolifération de cellules cancéreuses (MCF7). 

Mots clés : Complexe phospholipopeptidique, nanoémulsions, Anxiété, Stress oxydant, Vectorisation, 
Coenzyme Q10, Curcumine, Biodisponibilité, Effet anticancéreux. 

 
Abstract: The benefits of omega 3 fatty acids, mainly EPA (C20:5n-3) and DHA (C22:6n-3) are well 
understood in the literature. They indeed play an essential role in the prevention of many 
neurodegenerative and cardiovascular diseases. These polyunsaturated fatty acids are mostly found 
in marine sources. In this context, we were interested on the effects of phospholipopeptidic complex 
from the enzymatic hydrolysis of salmon heads on anxiety and oxidative stress using a behavioural 
study (mouse model). On the other hand, we have developed a double vectorization operating 
nanoemulsions, to increase the bioavailability of two hydrophobic and bioactive molecules 
(conenzyme Q10 and curcumine) by total lipids (phospholipids and triacylglycerols) from the 
phospholipopeptidic complex rich in EPA and DHA. The results of this study showed that the CPLP, its 
lipid and peptide fractions have an anxiolytic effect at a dose of 600 mg of CPLP / day for 14 days of 
tƌeatŵeŶt. It ǁas also deŵoŶstƌated that the peptide͛s hǇdƌolǇzate iŶgested at douďle dose 
decreases significantly the oxidative stress by lowering the endogenous level of reactive oxygen 
species (ROS) in neurons. For therapeutic uses, the bioavailability of CoQ10 increased up to 38 times 
compared to referential formulation when verctorized at high dose in the oily formulation composed 
of CPLP͛s total lipids. Regarding conventional CoQ10 supplementation as a dietary supplement, the 
emulsified formulation has a better availability at single dose, with plasma concentrations two times 
higher than the reference formulation. Although the anti-cancer activity of curcumine is highlighted, 
its low solubility and hence its low bioavailability, are factors limiting its use. The formulation of 
nanoemulsified curcumine allows a significant reduction in the proliferation of cancer cells (MCF7). 

Keywords: Phospholipopeptidic complex, Nanoemulsions, Anxiety, Oxidative stress, Vectorisation, 
Coenzyme Q10, Curcumine, Bioavailability, Anticancer effect. 
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