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a-TE
ACE
AET
AFSSA
AG
ALA
ANC
apo
ARA
BHA
BHT
CA
Cdk
CEDAP

COX
CRP
CSHPF
CV
DGCCRF

DHA
dihomo-GLA
DPA

EC
EFSA
EPA
GLA
GUV

Gx (mitose)
HDL
HLB
IDL

IL-x
IMC

IP

IpA

J+x

LA
LCAT
LCPUFA
LCSFA
LDL
LOX
LPC
LRA
LRP

LT

LUV

M (mitose)
MA
MAPA
MG

ABREVIATIONS

Equivalent a-tocophérol

Enzyme de conversion de ’angiotensine (angiotensin converting enzyme)
Apport énergétique total

Agence francaise de sécurité sanitaire des aliments

Acide gras

Acide a-linolénique

Apports nutritionnels conseillés

Apolipoprotéine

Acide arachidonique

Butylhydroxyanisol

Butylhydroxytoluéne

Acide caprique

Kinase cycline-dépendante (cyclin-dependent kinase)
Commission d’é¢tude des denrées alimentaires destinées a une alimentation
particuliére

Cyclooxygénase

Protéine C réactive (C-reactive protein)

Conseil supérieur d’hygiéne publique de France
Cardio-vasculaire

Direction générale de la concurrence, de la consommation et de la
répression des fraudes

Acide docosahexaenoique

Acide dihomo-y-linolénique

Acide docosapentaenoique

Ester de cholestérol

Autorité européenne de sécurité alimentaire (European food safety authority)
Acide eicosapentaenoique

Acide y-linolénique

Liposome unilamellaire géant (giant unilamellar vesicle)

Phase de transition (x = 1 ou 2)

Lipoprotéine de haute densité (high density lipoprotein)

Balance hydrophile-lipophile (hydrophilic-lipophilic balance)
Lipoprotéine de densité intermédiaire (intermediate density lipoprotein)
Interleukine x

Indice de masse corporelle

Indice de peroxyde

Indice de para-anisidine

Jour x apres la fabrication

Acide linoléique

Lécithine-cholestérol acyl transférase

Acide gras polyinsaturé a longue chaine

Acide gras saturé a longue chaine

Lipoprotéine de faible densité (low density lipoprotein)
Lipooxygénase

Lyso-phosphatidylcholine

Acide laurique

Récepteur hépatique des chylomicrons (LDL-related protein)
Leucotriéne

Liposome unilamellaire de grande taille (large unilamellar vesicle)
Phase de division cellulaire

Acide myristique

Monitoring ambulatoire de pression artérielle

Taux de matiére grasse




ABREVIATIONS

MGLA
MLV
MUFA
NF-xB
OA

PA
PAI-1
PC-PLC
PG
PGPR
PI

PL

PS
PUFA
S (mitose)
SA
SFA
SFC
SL
SR-B1
SUvV
TAG
TAGp
TBA
TBARs
TNF-a
Totox
t-PA
Tx

u.a.
VCAM-1
VLDL

Matiére grasse laitiere anhydre

Liposome multilamellaire (multilamellar vesicle)

Acide gras monoinsaturé

Facteur de transcription pour VCAM-1 (nuclear factor kB)

Acide oléique

Acide palmitique

Inhibiteur de l'activateur du plasminogéne (plasminogen activator inhibitor)
Phospholipase C spécifique de la PC (PC-specific phospholipase C)
Prostaglandine

Polyglycérol de polyricinoléate

Phosphatidylinositol

Phospholipide

Phosphatidylsérine

Acide gras polyinsaturé

Phase de synthése

Acide stéarique

Acide gras saturé

Taux de solide (solid fat content)

Sphingolipide

Récepteur hépatique des HDL (scavenger receptor B1)

Liposome unilamellaire de petite taille (small unilamellar vesicle)
Triacylglycérol

« Triglycérides » plasmatiques

Acide thiobarbiturique

Substances réagissant au TBA (thiobarbituric acid reacting substances)
Cytokine inflammatoire (tumor necrosis factor a)

Indice total d’oxydation des lipides (total oxidative value)
Activateur du plasminogéne tissulaire (tissue plasminogen activator)
Thromboxane

Unité arbitraire d'aire de pic en chromatographie

Molécule d'adhésion (vascular cell adhesion molecule)
Lipoprotéine de trés faible densité (very low density lipoprotein)
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A. Introduction

« Que ton alimentation soit ta premiére médecine. »
[Hippocrate]
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Un aliment ayant une fonctionnalité positive peut étre défini comme suit : « un produit alimentaire
peut étre considéré comme [ayant une fonctionnalité positive] si une démonstration satisfaisante a été
faite qu’il influence d’'une maniére bénéfique une ou plusieurs fonctions de l'organisme au-dela de ce
qui peut étre attendu des effets d’'une alimentation adéquate et d’'une maniére telle qu’il améliore I’état
de bien-étre et de santé ou réduit le risque d’'une maladie. Cet aliment doit rester un aliment et la
démonstration de son effet doit étre faite pour des quantités qui peuvent étre consommeées dans
I’alimentation habituelle. » [427]. Le nombre de produits alimentaires dont la communication est basée
sur une fonctionnalité positive est en développement exponentiel depuis quelques années, et devient
pour le consommateur un moyen simple de préserver sa santé sans avoir recours au médicament. Cet
enjeu est encore plus important dans les pays ou le systéme de santé difféere du systéme francais de
solidarité nationale institutionnelle, comme les Etats-Unis ou le Royaume-Uni.

La fonctionnalisation des aliments ne doit cependant pas étre effectuée dans n’importe quelles
conditions. En effet, ce n’est pas en introduisant un nutriment fonctionnel a n’‘importe quelle dose
dans n’importe quelle matrice alimentaire, que le produit montrera une fonctionnalité intéressante
dans l'organisme. Les interactions qui peuvent survenir entre la matrice et le nutriment, ou encore le
mode de préparation de ’aliment, sont susceptibles d’annuler (ou d’exacerber) l’effet recherché. Dans
ce contexte, il parait évident que de tels projets de développement doivent étre menés scientifiquement,
en prenant en compte le procédé de fabrication et le mode de préparation de I’aliment, la nature de la
matrice, la biodisponibilité du nutriment, ou encore son potentiel d’action dans l'organisme.

A Theure ou la méfiance des consommateurs vis-a-vis des messages diffusés par la publicité grandit
aussi rapidement que le nombre de produits et de « nouvelles formules » proposés, tout industriel
souhaitant jouer la carte de la fonctionnalité devrait effectuer un travail de fond, sous peine de
contribuer a la décrédibilisation du secteur entier des aliments a fonctionnalité positive.

Au vu des études réalisées depuis une cinquantaine d’années, il est devenu évident que tous les acides
gras ne se valent pas, et les nutritionnistes, aussi bien que les médecins, ont attiré ’attention des
industriels agroalimentaires sur la notion de « qualité de lipides » au lieu de la seule « quantité de
lipides ».

Malgré cela, les apports lipidiques de la population francaise restent déséquilibrés, comme c’est le cas
dans la plupart des pays industrialisés. Ajoutée au déséquilibre global du régime alimentaire,
l'augmentation de la prévalence de 'obésité dans I'ensemble de ces pays a occasionné une prise de
conscience générale, et la lutte contre ces dérives alimentaires est devenue un enjeu de santé
publique.

L’AFSSA (Agence francaise de sécurité sanitaire des aliments) a publié des apports nutritionnels
conseillés (ANC), définissant les besoins en chaque nutriment pour les différents groupes de la
population francaise [287]. La comparaison des chiffres de la consommation moyenne de lipides avec
les ANC préconisés par PAFSSA montre clairement que les lipides en général, et les acides gras saturés
en particulier sont apportés en excés dans le régime alimentaire des francais [239, 503, 504]. Les
acides gras monoinsaturés, ’acide a-linolénique et les acides gras polyinsaturés a longue chaine sont
quant a eux en déficit. L'une des premieéres conséquences de ce déséquilibre est 'augmentation des
pathologies cardio-vasculaires. En effet, en France, un déces sur trois est di a un accident cardio-
vasculaire, en particulier un infarctus fatal ou une mort subite induite par l'ischémie.

Le sujet de cette thése est issu de ce constat. Le but est de mettre au point un produit alimentaire type
corps gras possédant un profil en acides gras susceptible de participer au rééquilibrage du régime
alimentaire francais, avec comme cible la prévention des pathologies cardio-vasculaires. Dans ce sens,
l’accent a été mis sur les acides gras de la famille n-3, et en particulier sur les dérivés a longue chaine,
les acides eicosapentaenoique et docosahexaenoique (respectivement EPA et DHA).
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Ce manuscrit est organisé en quatre parties principales.

La premiére est constituée de synthéses bibliographiques sur les sujets abordés au cours de ’étude.
Ainsi, la digestion des lipides alimentaires, leur absorption, leur métabolisme et les pathologies
associées a la nutrition lipidique sont abordés dans un premier temps. Puis ce sont les différentes
techniques de protection des corps gras qui sont décrites, avec l'utilisation des antioxydants, et la
mise en ceuvre de technologies spécifiques comme la microencapsulation et la formation de liposomes.

La deuxiéme partie du manuscrit correspond a une phase de travail théorique sur la problématique de
la thése, qui a conduit a la mise au point du profil en acides gras optimal pour le produit d’intérét.
Pour ce faire, le marché des corps gras « santé » a été étudié, dans le but d’obtenir une image globale
de l'environnement concurrentiel du produit a mettre au point, en particulier concernant les produits
dont la communication est axée sur les acides gras n-3. De maniére a identifier d’éventuelles sources
d’acides gras intéressantes dans le cadre de ce projet, le profil en acides gras de 80 huiles végétales et
de 56 huiles de poissons et organismes marins a été étudié, ce qui a conduit a I’¢laboration de deux
classifications, basées sur le potentiel nutritionnel de ces deux catégories d’huiles. Enfin, aprés une
rapide présentation du procédé de fabrication de la margarine et des ingrédients mis en ceuvre dans
lentreprise St Hubert, la démarche menant a la mise au point du profil en acides gras du produit est
présentée dans la derniére partie de ce chapitre.

La troisiéme partie du manuscrit regroupe les différentes études menées au cours de la mise au point
de ce corps gras, qu’elles concernent l'impact de la formulation sur la texture et sur la flaveur du
produit, ou encore la mise au point d’une technologie de vectorisation et de protection des nutriments
d’intérét.

La derniére partie du manuscrit présente les résultats de I’étude de la biodisponibilité des acides gras
d’intérét menée chez le rat, nourri avec le corps gras mis au point au cours de la thése. Le
paramétrage de 1’¢tude clinique qui doit suivre constitue la derniére partie de ce chapitre. Le but de
cette étude est d’'une part de confirmer la biodisponibilité des nutriments cibles chez ’'homme, mais
aussi, et surtout, de mettre en évidence I'impact positif de ces composés incorporés dans une matrice
alimentaire sur des facteurs identifiés du risque cardio-vasculaire.




B. Synthese bibliographique

« Si vous volez un seul auteur, c’est du plagiat, plusieurs, c’est de la recherche. »
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LES LIPIDES ALIMENTAIRES

Dans cette premiére partie du manuscrit sont présentés les différents acides gras rencontrés dans les
huiles végétales et animales, ainsi que les principaux vecteurs d’acides gras alimentaires, les
triacylglycérols (TAG) et les phospholipides (PL). Les propriétés physiques des TAG sont présentées
dans le dernier paragraphe.

Le chapitre suivant présente la digestion, ’absorption et le métabolisme des lipides alimentaires, et le
dernier chapitre décrit les mécanismes régissant les pathologies associées au métabolisme des lipides,
c’est-a-dire 'athérosclérose et les accidents cardio-vasculaires fatals.

I/ Structure des lipides

I. 1) Les acides gras

Les acides gras (AG) sont des acides organiques faibles, qui ne possédent qu’une seule fonction
carboxyle par molécule. Ils sont constitués d'une chaine a nombre presque toujours pair d’atomes de
carbone, le plus souvent compris entre quatre et vingt-quatre. La fonction carboxyle est a une
extrémité de la chaine, l'autre étant occupée par un groupe méthyle CHs. La chaine carbonée d’un
acide gras peut étre de type alcane, c’est-a-dire que chaque atome de carbone est saturé, ou de type
alcéne, avec une ou plusieurs insaturations. Les acides gras sont ainsi classés en trois groupes, AG
saturés (SFA), AG monoinsaturés (MUFA) et AG polyinsaturés (PUFA) [15, 182, 357, 394].

Dans la nature, la configuration de ces doubles liaisons est presque toujours cis, tandis que les
procédés industriels comme 1’hydrogénation produisent en quantités égales des doubles liaisons cis et
trans.

Remarque : Les acides gras insaturés cités dans le reste du manuscrit sont en configuration cis, la
configuration trans étant assimilée a un risque accru d’accidents cardio-vasculaires [377], et de plus
n’est pas retrouvée dans le produit alimentaire concerné par la thése.

Le groupement méthyle peut étre appelé extrémité w, et avec la chaine carbonée il constitue la partie
hydrophobe de la molécule. Le groupement carboxyle, ou extrémité A, représente quant a lui la partie
acide, polaire de l’acide gras. Selon l'extrémité a laquelle on se référe pour numéroter les atomes de
carbone, il existe deux nomenclatures pour décrire un acide gras [182].

La premiére prend comme référence la fonction carboxylique de la molécule. La structure de 1’acide
gras est donc décrite en fonction du nombre d’atomes de carbone de la chaine, du nombre
d’insaturations, et de leur position :

n:maAx, y, z

ou n est le nombre d’atomes de carbone, m le nombre d’insaturations, et x, y, etc. les numéros des
carbones portant les doubles liaisons, le n°1 étant 'extrémité -COOH [182].
La deuxiéme nomenclature se référe a 'extrémité méthylique de la chaine carbonée :

n:mowx,y,z” ou n:mn-x,y,z

ou cette fois la position des insaturations est donnée a partir de 'extrémité méthyle [182].
Dans ce manuscrit, la nomenclature choisie est celle prenant comme référence 'extrémité méthyle, en
choisissant la dénomination « n-x’».

La figure B-1 illustre ces deux nomenclatures en prenant comme exemple l’acide palmitoléique, qui
comprend seize atomes de carbone et une double liaison. Celle-ci est portée par le carbone n°9 si on
prend comme origine l'extrémité carboxylique, et par le carbone n°7 si la fonction méthylique est prise
comme référence.
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Figure B-1 : Structure générale d’un acide gras, lacide palmitoléique.

Symboles : gris : carbone, rouge : oxygeéne.

Les SFA sont classés selon la longueur de la chaine carbonée. Les SFA a courte chaine, de quatre a
huit atomes de carbone, comprennent, entre autres, les acides butyrique (4:0), caproique (6:0) et
caprylique (8:0) que l'on rencontre dans le lait de vache, pour le premier, et le lait de chévre, pour les
deux suivants [394]. Les SFA a moyenne chaine (dix a quatorze carbones) les plus répandus sont les
acides laurique (12:0) et myristique (14:0) [357]. Enfin, les SFA ayant une chaine carbonée comptant
seize atomes de carbone et plus sont dits a longue chaine et les plus répandus sont les acides
palmitique (16:0) et stéarique (18:0) [357].

Le plus connu des MUFA est ’acide oléique (OA, 18:1 n-9), qui représente plus de 70% des acides gras
de l’huile d’olive [15, 182, 357, 394].

Parmi les PUFA figurent deux acides gras essentiels, les acides linoléique (LA, 18:2 n-6) et a-
linolénique (ALA, 18:3 n-3). Ce sont les précurseurs de deux familles d’acides gras a fonctions
multiples dans l'organisme, les séries n-6 et n-3, respectivement. Ces précurseurs sont dits essentiels
car si l'organisme humain parvient a les convertir en dérivés a plus longue chaine, il est incapable de
les synthétiser, et doit donc les trouver dans la ration alimentaire [15, 182, 357, 394|.

NAAFAAAS

Figure B-2 : Représentation schématique des acides a-linolénique (haut) et linoléique (bas), respectivement les

précurseurs des familles n-3 et n-6.

Symboles : gris : carbone, rouge : oxygéne.

Les mémes enzymes assurent la conversion des précurseurs en PUFA a longue chaine (LCPUFA),
provoquant une compétition entre les deux familles. En effet, ’excés de 'un des composés précurseurs
entraine une monopolisation des enzymes et donc une diminution du rendement de conversion de
lautre famille [61, 344].

Acide linoléique Acide a-linolénique
18:2 n-6 18:3 n-3
I < ------ A-6 Désaturase -------p I
Acide y-linolénique 18:4 n-3
LOX 18:3 n-6 LOX
, | <-------- Elongase -----"-——p [ |
]
: Acide dihomo-y-linolénique 20:4 n-3 !
' 20:3 n-6 ' v
LT ‘V\ [ <«------ A-5 Désaturase ---=----» [ " LT
Acide arachidonique Acide eicosapentaenoique
20:4 n-6 20:5 n-3
PG I <-------- Elongase -----—--» I PG
22:4 n-6 Acide docosapentaenoique
A 22:5 n-3 A
Tx ! I <-------- Elongase -----—--» [ X Tx
1
: 24:4 n-6 24:5 n-3 '
cox COoX
| < ------ A-6 Désaturase ------ > |
24:5 n-6 24:6 n-3
[ <------- B-oxydation ---"-_p [
Acide docosapentaenoique Acide docosahexaenoique
22:5 n-6 22:6 n-3

Figure B-3 : Conversion des acides linoléique et a-linolénique en dérivés d lonque chaine et synthése des eicosanoides
a partir des acides arachidonique et eicosapentaenoique [d’aprés 61, 357].

-4 -
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Abréviations: LOX: lipoxygénase, COX: cyclooxygénase, LT: leucotriénes, PG: prostaglandines, Tx: thromboxane.

Une succession de désaturations et d’élongations convertit le LA en acide arachidonique (ARA, 22:4 n-
6) et ’ALA en acide eicosapentaenoique (EPA, 20:5 n-3). Puis une suite d’é¢longations, de désaturations
et une oxydation partielle conduisent a ’acide docosapentaenoique n-6 (22:5 n-6) a partir de I’ARA et a
I’acide docosahexaenoique (DHA, 22:6 n-3) a partir de I'EPA [61, 357]. L’étape de B-oxydation nécessite
une translocation du 24:5 n-6 et du 24:6 n-3 depuis le réticulum endoplasmique vers les peroxysomes,
organites cellulaires responsables de cette opération [65].

Le rendement de la conversion de I’ALA en EPA et DHA dans l'organisme humain est faible. Il a été
estimé a moins de 10% pour 'EPA [66-68, 333], et a moins de 1% pour le DHA [57, 67, 68, 102].
Méme la conversion d’EPA en DHA est faible, voire inexistante [41, 185, 341, 411]. Une remarque
cependant, il semblerait que la conversion en DHA soit plus efficace chez les femmes (10%) que chez
les hommes (quasi nulle) [67, 68]. Les auteurs de ces deux études ont également montré que, parmi
les femmes, cette conversion serait plus importante chez les utilisatrices de contraceptifs de type
cestrogéne. Leur hypothése est que les oestrogénes pourraient stimuler la conversion, un phénomeéne
qui aurait son importance pendant la grossesse afin d’apporter une dose suffisante de DHA au feetus
pendant le développement du cerveau et de la rétine [67, 68].

Outre la similitude de métabolisme entre les AG n-3 et n-6, la conversion en composés biologiquement
actifs suit également un schéma identique pour les deux familles. En effet, ’ARA et 'EPA sont
convertis par les mémes enzymes en eicosanoides, parmi lesquels les prostaglandines et les
leucotriénes. Ces molécules agissent comme des hormones, ce sont des signaux paracrines ou
autocrines qui permettent la communication entre des cellules distantes [61]. Si les composés dérivés
des AG n-3 sont anti-inflammatoires, hypotenseurs, antiarythmiques et anticoagulants, ceux issus des
composés n-6 sont au contraire pro-inflammatoires, hypertenseurs, proarythmiques et procoagulants
[2, 3, 288].

La notion de ratio n-6/n-3 dérive de cette observation. Puisque 1’équilibre entre n-6 et n-3 influence la
proportion des composés fabriqués, un excés d’acides gras n-6 entrainera un statut pro-inflammatoire
dans l'organisme. Si l'inflammation est nécessaire en cas de défense contre une infection, elle est
indésirable, par exemple, dans le cas d’une réaction allergique. L’alimentation dans les pays
industrialisés est déja excédentaire en AG n-6, c’est pourquoi il est urgent de s’intéresser aux apports
en AG n-3, et de chercher a rééquilibrer ce ratio.

I. 2) Les triacylglycérols

Dans les huiles végétales, 90 a 95% des acides gras sont apportés sous forme de TAG. Ils sont
composés d’une molécule de glycérol sur laquelle sont estérifiés trois acides gras, par réaction entre
une fonction alcool -OH du glycérol et le groupement carboxyle -COOH de l’acide gras [15, 182, 357,
394]. Les acides gras portés par les TAG peuvent étre différents, ou identiques entre eux.

La structure d’'un TAG dépend de la position d’estérification des acides gras sur le squelette glycérol.
Trois positions sont possibles, comme le montre la figure B-4, les positions externes étant appelées sn-
1 et sn-3, et la position interne sn-2 [15, 182, 357, 394].

Cet arrangement sur le glycérol influence certaines propriétés des acides gras, en particulier leur
biodisponibilité (cf. chapitre « Métabolisme des lipides »).

Squelette glycérol

position sn-1

position sn-2

position sn-3

Figure B-4 : Représentation schématique d’un triacylglycérol, formé d’un squelette glycérol sur lequel sont estérifiés

trois acides gras, en position sn-1, 2 et 3.

Symboles : gris : carbone, rouge : oxygéne.




SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE — LIPIDES : METABOLISME ET PATHOLOGIES

La position interne des TAG naturels dans les huiles végétales est préférentiellement occupée par des
acides gras insaturés, prioritairement, et dans l'ordre : LA, OA et ALA [394]. L’acylation préférentielle
est quasi absolue pour les huiles de graines et importante pour les huiles de pulpe, tandis qu’elle est
moins nette pour les graisses d’origine animale [394].

I. 3) Les phospholipides

1) Structure des phospholipides

Un autre type de vecteur d’acides gras est rencontré dans l’alimentation, les phospholipides (PL). Ne
seront détaillés ici que les quatre glycérophospholipides, puisque ce sont les seuls PL utilisés dans
I’étude. Ce sont des composés formés d’'un squelette glycérol, sur lequel sont estérifiés deux acides
gras, et dont la troisiéme position est occupée par un groupement phosphatidyl. Selon la nature de ce
groupement, on distingue la phosphatidylcholine, la phosphatidyléthanolamine, le phosphatidyl-
inositol et la phosphatidylsérine [15, 394].

d) ©

Figure B-5 : Représentation schématique des quatre types de glycérophospholipides [d’aprés 394].

a) Phosphatidylcholine, b) Phosphatidyléthanolamine, c) Phosphatidylinositol, d) Phosphatidylsérine.
Légende : gris : carbone, rouge : oxygéne, vert : phosphore, bleu : azote.
Les charges positives et négatives illustrent les groupements ionisables des molécules.

La structure de ces composés en fait des molécules amphiphiles, c’est-a-dire comprenant une partie
hydrophile et une partie hydrophobe. Ici c’est le squelette glycérol et les acides gras qui constituent la
portion apolaire, tandis que le groupement phosphate est polaire [15, 394].

La phosphatidylcholine (PC) est la molécule phospholipidique la plus répandue dans les sources
alimentaires. C’est par exemple le PL majoritaire de la lécithine. Trés abondante dans le jaune d’ceuf,
mais en général extraite du soja, elle est soluble dans les solvants organiques et les solutions
aqueuses de sels biliaires. De par son fort caractére amphiphile, la PC est un trés bon émulsifiant
[394].

La phosphatidyléthanolamine (PE), bien que moins abondante que la PC, est malgré tout trés
répandue. Son caractére polaire est moins marqué en raison du caractére basique plus faible de sa
fonction amine non substituée. Son activité interfaciale reste cependant importante [394].

La phosphatidylsérine (PS) a un caractére acide, en raison de la présence dun groupement
carboxylique supplémentaire. Toujours amphiphile, la molécule est moins active que la PC ou la PE
[394].

Le phosphatidylinositol (PI) n’a pas de groupement ionisable en dehors de la fonction phosphate. Les
cing hydroxyles libres de l'inositol conféerent néanmoins a cette molécule un caractére polaire suffisant
pour que son activité amphiphile soit nette [394].
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II/ Propriétés physiques des corps gras

Le choix d’un corps gras pour une application particuliére est souvent déterminé par les propriétés
physiques de celui-ci, comme c’est le cas dans les margarines par exemple. On distingue
classiquement les graisses et les huiles par leur état a température ambiante, les premiéres étant
solides, et les derniéres liquides.

II. 1) Point de fusion

Le point de fusion des acides gras varie en fonction de leur structure. En effet, il diminue quand le
nombre de doubles liaisons augmente, et augmente avec la longueur de la chaine carbonée. De plus,
un MUFA en configuration cis aura un point de fusion inférieur au méme acide gras, mais en
configuration trans [372, 399, 498].

Tableau B-I : Point de fusion de quelques acides gras libres [d’aprés 72, 181, 372, 399].

Acide gras Nomenclature  Point de fusion (°C)
Acide butyrique 4:0 -5
Acide caproique 6:0 -3
Acide caprylique 8:0 16,5
Acide caprique 10:0 31,5
Acide laurique 12:0 45
Acide myristique 14:0 54
Acide palmitique 16:0 62
Acide stéarique 18:0 70
Acide oléique 18:1 n-9 cis 15
Acide ¢élaidique 18:1 n-9 trans 42
Acide linoléique 18:2 n-6 -5
Acide a-linolénique 18:3 n-3 -11
Acide arachidonique 20:4 n-6 -45,5

Le point de fusion d’'un TAG est déterminé par la structure des trois acides gras qu'il porte, et par la
position occupée par ces acides gras sur le squelette glycérol. En effet, si un TAG portant trois SFA a
un point de fusion supérieur a un TAG portant au moins un acide gras insaturé, il faut également
prendre en compte le fait qu'un TAG dont ’acide gras insaturé est placé en sn-2 a un point de fusion
supérieur a un TAG dont l’acide gras insaturé est en sn-1 ou 3 [372, 399, 498].

II. 2) Structure cristalline

En deca de leur température de fusion, les huiles et les corps gras sont sous forme de solides
cristallisés. Les cristaux lipidiques d'un corps gras sont constitués de TAG organisés en un réseau
cristallin. Ce dernier est formé par l'arrangement spatial des chaines grasses des TAG les unes par
rapport aux autres. Les trois types principaux de cristaux sont appelés a, correspondant a une
organisation hexagonale, p en orthorhombique perpendiculaire ou paralléle, et 3’ en triclinique [372,
399].
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Figure B-6 : Principales sous-cellules adoptées par les chaines cristallisées des résidus acides gras [d’aprés 372].

)

a) Hexagonal, b) Triclinique, c) Orthorhombique perpendiculaire, d) Orthorhombique paralléle.
Symboles : gris : carbone, blanc : hydrogéne.
Les chaines grasses sont représentées dans l'axe des liaisons carbone — carbone.

Le passage d'un type de cristal & un autre se fait en général par transition liquide, c’est-a-dire qu'un
cristal de type 1 doit fondre pour cristalliser a nouveau, cette fois dans le type 2 [146] :
a > fusion -> cristallisation §° - fusion -> cristallisation 3

La représentation des sous-cellules cristallines de la figure B-6 permet de comprendre ’enchainement
a - B’ - B. En effet, les chaines hydrocarbonées s’organisent de maniére de plus en plus structurée en
passant de la forme a a la forme B, le réseau créé devenant ainsi de plus en plus dense.

Le changement de phase n’est pas identique selon qu’il s’agit de réchauffement (fusion) ou de
refroidissement (cristallisation). En effet, si la fusion n’est jamais retardée, la cristallisation l’est
souvent [372]. Plus précisément, dans le cas de la fusion, si on fait passer un corps gras d’une
température T: a une température T2 (supérieure a Ti), tous les TAG qui ont un point de fusion
inférieur ou égal a T2 auront fondu quand le produit atteindra T2 [372].

Au contraire, la cristallisation peut étre retardée, car la formation de cristaux est une réaction
exothermique, qui nécessite des étapes d’équilibrage énergétique [372]. Au cours de la fabrication
d’'une margarine, par exemple, le produit en sortie de process est en état de surfusion, c’est-a-dire qu'’il
est moins cristallisé qu’il ne devrait ’étre a la température de sortie machine. Un délai est nécessaire
pour que la cristallisation compléte s’acheve.
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LE METABOLISME DES LIPIDES

Ce chapitre décrit la digestion et l'absorption des lipides, ainsi que le réle que jouent les différents
acides gras dans la nutrition lipidique et le métabolisme des lipoprotéines, ces particules qui
véhiculent les lipides alimentaires jusqu’aux cellules qui les métabolisent.

I/ Nutrition lipidique : mécanismes et régulation alimentaire

I. 1) Mécanismes

Dans le bol alimentaire, les acides gras sont sous forme de TAG. Deés ’étape buccale ils sont dégradés
par la lipase salivaire, hydrolyse qui est poursuivie dans ’'estomac par la lipase gastrique [59, 412].
Cette derniére hydrolyse les TAG en libérant des acides gras libres et des mono et diacylglycérols [81].
Les acides gras a courte et moyenne chaine libérés lors de cette lipolyse peuvent étre absorbés par la
muqueuse gastrique et passer directement dans la circulation sanguine [216, 251]. Pris en charge par
l’albumine sérique, ils atteindront le foie par la veine porte [48], méme si ce mécanisme ne représente,
malgré tout, qu'une faible partie de la digestion totale. Les mono et diacylglycérols libérés par la lipase
gastrique ont des propriétés émulsifiantes, qui aideront a la solubilisation des composés hydrophobes
dans la phase intestinale de la digestion [412].

Le reste des TAG atteint l'intestin, ou ils sont solubilisés par les sels biliaires. Sont ainsi inclus dans
les micelles les TAG, mais également des PL et des esters de cholestérol (EC), autres vecteurs d’acides
gras alimentaires [59]. Comme décrit dans le chapitre précédent, les TAG comprennent trois acides
gras dans leur structure, et les PL deux [357, 394]. Les esters de cholestérol, quant a eux,
comprennent une molécule de cholestérol sur laquelle est estérifié un acide gras [79].

Ces trois vecteurs sont attaqués par des enzymes spécifiques, qui libérent les acides gras estérifiés sur
le glycérol ou le cholestérol. Elles agissent dans les micelles, ancrées a leur surface par l'intermédiaire
d’un cofacteur spécifique (la colipase dans le cas de la lipase pancréatique par exemple, [59]).

La lipase pancréatique libére les acides gras situés en sn-1 et 3, c’est-a-dire les positions externes du
TAG [48, 59, 79]. Cette enzyme est dite stéréospécifique, elle clive les acides gras en fonction de leur
position, et non de leur structure [59]. De la méme maniére la phospholipase pancréatique libére
l'acide gras en position externe (sn-1) des PL [79, 290], et la cholestérol ester hydrolase libére I’acide
gras porté par le cholestérol dans les EC [79]. Tous ces sous-produits de la digestion restent dans les
micelles, qui sont ensuite absorbées par les entérocytes (cellules de la muqueuse intestinale) [59, 79].
L’absorption se fait par diffusion passive ou par transport actif, impliquant des protéines spécifiques
[148]. Les différents vecteurs d’acides gras sont recréés au niveau du réticulum endoplasmique et
inclus dans les chylomicrons [59, 79, 430].

Les chylomicrons sont des particules contenant des TAG, des PL, des EC, des vitamines liposolubles et
différentes protéines, appelées apolipoprotéines, qui assurent le maintien de la structure et sont des
cofacteurs enzymatiques [59, 79]. Elles sont assemblées dans le réticulum endoplasmique des
entérocytes, et sont ensuite transportées jusqu’au poéle basal des cellules par des vésicules sécrétoires,
d’ou elles diffusent hors des cellules [59]. Elles gagnent ensuite le vaisseau lymphatique central des
villosités intestinales (le lactéal, figure B-7), atteignent les noeuds lymphoides, puis le tronc
thoracique. L’appellation « chylomicron » est issue de cette voie de circulation, 'autre nom de la
lymphe étant « chyle » [542].
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Figure B-7 : Représentation de villosités intestinales [59].

La partie gauche du schéma illustre lirrigation de ces structures, le sang artériel arrivant oxygéné, et le sang veineux
repartant chargé de nutriments issus de la lumiére intestinale. La partie droite montre Uirrigation lymphatique d’une
villosité, avec le lactéal central qui gagne un nodule lymphoide, lui-méme connecté a la circulation lymphatique
générale.

Les chylomicrons rejoignent enfin la circulation sanguine par la veine sous-claviaire, jusqu’aux
cellules qui métabolisent leur contenu lipidique, puis sont éliminés par le foie [S9, 79].

I. 2) Influence de la structure des acides gras

La structure des acides gras ingérés influence leur absorption. En effet, un acide gras est d’autant
mieux absorbé qu’il posséde une longue chaine carbonée et de nombreuses insaturations [251, 412,
488]. Au contraire, I'absorption diminue si le point de fusion de l’acide gras augmente [30]. De ces
trois facteurs, c’est le dernier qui est prépondérant, puisqu’il est déterminé par la longueur et le
nombre de doubles liaisons de ’acide gras. Si un acide gras libéré par la lipase pancréatique est solide
a la température du corps humain, il sera éliminé dans les féces plutot qu’absorbé [30]. Les acides
gras insaturés, plus intéressants pour la santé, seront donc mieux absorbés que les SFA, du fait de
leur point de fusion plus bas et de leur degré d’insaturation.

On peut citer en remarque l’effet de ’acide stéarique (point de fusion > 70°C), qui, présent en grande
quantité dans le repas, inhibe ’absorption du cholestérol alimentaire par un effet « fibre », en facilitant
le transit intestinal, et en empéchant le cholestérol alimentaire d’étre absorbé par les entérocytes
[240].

I. 3) Influence de la structure des triacylglycérols

La position des acides gras sur le squelette glycérol des TAG influence leur absorption. La premiére
cause est la régiospécificité de la lipase pancréatique [94]. Cette enzyme libére les acides gras en
position externe des TAG, laissant ’acide gras interne sur le glycérol. Le monoacylglycérol ainsi créé
est absorbé facilement par les entérocytes. Les acides gras situés en position interne des TAG ont donc
plus de probabilité d’étre absorbés. De plus, cette position interne protége l’acide gras de 'oxydation,
évitant sa dégradation [404].

Dans les huiles végétales et de poisson, les acides gras insaturés, donc susceptibles d’étre oxydés
d’'une part, et physiologiquement intéressants d’autre part, sont préférentiellement estérifiés en
position interne des TAG [24, 54, 58, 95, 216, 268, 415]. Ceci leur assure une excellente absorption,
supérieure a 95%.

-10 -



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE — LIPIDES : METABOLISME ET PATHOLOGIES

I. 4) Le cas des phospholipides

Les PL sont des constituants des membranes cellulaires, dont ils assurent l'intégrité, la perméabilité et
la fluidité [60]. Il existe a I’heure actuelle une polémique concernant la biodisponibilité des acides gras
en fonction du vecteur sur lequel ils sont estérifiés dans l'alimentation. En effet, certains auteurs
avancent que les acides gras portés par les PL seraient préférentiellement distribués aux tissus cibles
par rapport a ceux portés par les TAG, en particulier dans le cas du cerveau.

Les travaux de recherche montrent dans certains cas une tendance de ce type chez les animaux [516],
cependant tous les résultats ne convergent pas [22, 512].

De ces deux derniéres études, la premiére montre une augmentation de la concentration en DHA dans
le cerveau des souris du groupe « PL », mais uniquement dans la population d’animaux « malades »
(chez lesquels a été provoquée une absence de sels biliaires) [512]. Ce résultat est logique, puisque
sans sels biliaires les TAG alimentaires ne peuvent étre solubilisés, et donc absorbés, tandis que les
PL, amphiphiles, le sont de par leur nature.

Dans la seconde étude, deux expériences ont été menées, 1'une comparant ’absorption d’acides gras
(en particulier DHA) apportés sous forme de TAG ou de PL « natifs », et 'autre comparant ce méme
critéere dans le cas dun apport par TAG ou PL formés par réestérification d’acides gras [22]. Les
auteurs montrent que dans le premier cas le vecteur TAG est plus efficace que le vecteur PL pour
engendrer I'absorption du DHA, tandis que dans le second cas ils montrent le contraire [22]. Résultat
également explicable, puisque dans le cas de TAG « naturels » le DHA sera majoritairement estérifié en
position sn-2, la mieux conservée au cours de la digestion et de ’absorption. Tandis que dans le cas de
la réestérification d’acides gras sur un glycérol, le DHA sera réparti dans les mémes proportions sur
chacune des trois positions, donc une moins grande quantité de DHA sera conservée lors du
processus digestif.

Citons une derniére étude, dans laquelle les auteurs montrent que 'apport d’ARA et de DHA sous
forme de PL entraine une augmentation de la proportion de ces acides gras dans les PL des HDL
(lipoprotéine de haute densité), tandis qu'un apport sous forme de TAG entraine une augmentation
dans les PL des LDL (lipoprotéine de faible densité) [23]. Ces constatations n’ont cependant pas été
corrélées avec I'étude du profil en acides gras de différentes membranes cellulaires, comme celles du
coeur ou du cerveau. La seule hypothése pouvant étre avancée est que le foie utilise les PL apportés
par l'alimentation pour construire les HDL, tandis qu’il en synthétise de nouveaux a partir des TAG
alimentaires pour construire les LDL. Aucune conclusion ne peut étre tirée, au vu de ces seuls
résultats, quant a un enrichissement spécifique de certains organes en DHA dans le cas d'un apport
sous forme de PL.

Chez les nourrissons, les conclusions sont tout aussi divergentes, certains n’ayant montré aucune
différence entre TAG et PL [438], d’autres ayant mis en évidence une différence, mais dans une
expérience mal contrélée, dont les conclusions sont donc discutables [80].

Enfin chez les adultes, aucune étude n’a pu étre trouvée sur le sujet.

Il semble donc que cette problématique ne puisse pour le moment trouver de conclusion ferme vu le
manque de résultats publiés. Quoiqu’il en soit, les études menées a l’heure actuelle sur le sujet
s’intéressent a ’apport ciblé de PUFA au cerveau, en particulier a l'efficacité du passage de la barriére
hémato-encéphalique, plutét qu’au systéme cardio-vasculaire. Etant donné l'objectif cardio-vasculaire
de la theése, la question des PL comme vecteurs d’acides gras alimentaires n’a pas été envisagée.

II/ Métabolisme des lipoprotéines : mécanismes, régulation

Les lipoprotéines, dont font partie les chylomicrons, sont des particules qui assurent le transport des
lipides alimentaires dans le sang, pour les délivrer aux tissus qui en ont besoin [60]. Les lipides,
hydrophobes, ne sont en effet pas solubles dans le plasma. Ils sont transportés grace a une
organisation en macromolécules, dans lesquelles ils sont associés a des protéines appelées
apolipoprotéines (apo). Cette partie protéique remplit plusieurs roles, comme cofacteur des enzymes et
ligand des récepteurs [60, 455, 460].

Le métabolisme des lipoprotéines fait intervenir différents acteurs parmi lesquels figurent, outre les
apolipoprotéines, des enzymes et des récepteurs.
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II. 1) Les acteurs du métabolisme des lipoprotéines

1) Les lipoprotéines

Toutes les lipoprotéines répondent au schéma de la figure B-8, comprenant un noyau central
hydrophobe formé dEC et de TAG, et une couronne périphérique faite de l’assemblage
d’apolipoprotéines, de PL et de cholestérol libre [60, 455, 460]. Cette enveloppe monocouche assure la
solubilité de la lipoprotéine dans le plasma et permet donc le transport des lipides non hydrosolubles.

ester de
cholestérol

apolipoprotéine
triacylglycérol

cholestérol libre

phospholipide

Figure B-8 : Structure schématique d’une lipoprotéine [540].

Le cceur de la lipoprotéine contient les éléments les plus hydrophobes, c’est-a-dire les esters de cholestérol et les
triacylglycérols, tandis que la partie externe contient les phospholipides, les apolipoprotéines et les molécules de
cholestérol libre.

Il existe cinq types de lipoprotéines, qui different selon leur composition lipidique et le type
d’apolipoprotéine présente dans leur structure [60, 455]. Les lipides étant moins denses que l’eau, la
densité de la particule diminue lorsque leur proportion augmente dans la lipoprotéine. On distingue

donc :
1. les chylomicrons,
2. les VLDL (very low density lipoproteins, ou lipoprotéines de trés faible densité),
3. les IDL (intermediate density lipoproteins ou lipoprotéines de densité intermédiaire),
4. les LDL (low density lipoproteins ou lipoprotéines de faible densité),
5. les HDL (high density lipoproteins ou lipoprotéines de forte densité).

Le tableau B-II présente les caractéristiques des différentes classes de lipoprotéines. Les lipides totaux
comprennent les TAG, les PL, les EC, le cholestérol et éventuellement des vitamines liposolubles (A, D,
E ou K), ces trois derniers types de composés étant regroupés dans la catégorie « Chol. et autres » [59,
60, 168].

Tableau B-II : Composition moyenne des différentes classes de lipoprotéines, exprimée en pourcentage [d’aprés 59,

60].

Abréviations : VLDL : lipoprotéine de trés faible densité, IDL : lipoprotéine de densité intermédiaire, LDL : lipoprotéine

de faible densité, HDL : lipoprotéine de forte densité, PL : phospholipides, TAG : triacylglycérols.

. Diametre " Protéines Lipides totaux PL TAG Chol. et autres

Particule Densité

(nm) (% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m)
Chylomicron 75 —1200 <0,930 1-2 98 -99 3-8 80—-95 1-9
VLDL 30-80 0,930 — 1,006 8-10 90-92 15-20 55-60 10-20
IDL 25-35 1,006 — 1,019 19-20 80 — 81 20-25 35-40 40 —45
LDL 18-25 1,019 — 1,063 25 75 20 30 50
HDL 5-12 1,063 - 1,210 50 50 25-30 1-2 19-23
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Comme le montre le tableau, les chylomicrons, les VLDL et les IDL sont trés riches en TAG (35 a 95%)),
comparativement aux LDL et aux HDL, qui comprennent, quant a elles, une grande proportion de
cholestérol (15 a 50%) [59, 60, 140, 168, 455]

< Les chylomicrons sont les plus grandes et les moins denses des lipoprotéines. Ils sont
constitués de lipides alimentaires d’origine intestinale. Les TAG représentent 80 a 95% de leur masse,
et les protéines 1 a 2% [59, 60].

<) Les VLDL transportent les TAG issus du métabolisme hépatique. Elles sont plus petites que
les chylomicrons et un peu plus denses. Elles contiennent 90 & 92% de lipides répartis en 55 a 60% de
TAG, 15 a 20% de PL et 10 a 20% de cholestérol. Les protéines représentent quant a elles 8 & 10% de
leur masse [59, 60].

< Les IDL et LDL sont plus petites et plus denses que les VLDL. Elles sont formées au cours de
la lipolyse des VLDL. Les protéines représentent 19 a 25% de leur masse totale, tandis que le
cholestérol représente 10 a 45% de la masse des lipides [59, 60].

< Les HDL sont les plus petites et les plus denses des lipoprotéines. Les protéines constituent
en moyenne 50% de leur masse totale. Les PL (25 a 30%) et le cholestérol (19 a 23%) sont les
principaux lipides [59, 60].

Des techniques d’analyse fine permettent de définir des sous-classes de ces principales lipoprotéines.
Les LDL ont ainsi été séparées en plusieurs classes en fonction de leur taille. Parmi elles, les LDL
petites et denses sont présentes a des concentrations élevées chez des patients a haut risque
d’athérosclérose [226]. Quant aux HDL, elles ont été classées en sous-classes en fonction de leur
composition lipidique et protéique : les HDL2 de faible densité, et les HDLs de densité plus élevée [440].

2) Les apolipoprotéines

Les apolipoprotéines ont une double fonction de structure et de régulation métabolique. En effet, elles
assurent la cohésion du complexe lipidique et sa solubilisation, d’une part, et elles agissent comme
cofacteur et/ou activateur de nombreuses enzymes plasmatiques, d’autre part. De plus, elles servent
de ligands pour les interactions avec les récepteurs cellulaires des cellules endothéliales et des
hépatocytes, par exemple [168, 455, 460].

Il existe quatre classes d’apolipoprotéines majeures : A, B, C et E [455]. Ne sont présentées ci-dessous
que leurs principales sous-classes :

< Les apos A-I et A-II sont les principales apolipoprotéines des HDL. Si la fonction de I'apo A-II
n’est pas encore bien connue, celle de ’apo A-I l’est beaucoup mieux. En effet, elle est synthétisée par
le foie et & un moindre degré par l'intestin. Lors de sa sécrétion elle est associée a des PL pour former
des HDL naissantes [546]. Elle active la lécithine-cholestérol acyl transférase qui joue un role
fondamental dans le transport inverse du cholestérol [455].

< L’apo B-100 est la principale apolipoprotéine des VLDL et des LDL. Elle est synthétisée dans
le réticulum endoplasmique granuleux de ’hépatocyte, puis est associée aux lipides endogénes et est
enfin excrétée avec les VLDL [455].

< L’apo B-48 est la principale apolipoprotéine des chylomicrons. Elle est synthétisée par
I’entérocyte a partir du géne de l’'apo B-100. Un seul exemplaire d’apo B (100 ou 48) est présent par
lipoprotéine [455].

<9 L’apo C-II est le cofacteur de la lipoprotéine lipase, elle est donc nécessaire a la lipolyse des
TAG des VLDL et des chylomicrons [455].

< L’apo E a un role essentiel dans I’élimination des VLDL et des chylomicrons. Elle assure
lancrage de ces lipoprotéines a la surface de l’endothélium en favorisant les interactions avec des
protéoglycanes membranaires. Puis elle sert de ligand aux lipoprotéines avec les récepteurs cellulaires,
en particulier hépatiques [60, 168, 455].

Contrairement a ’apo B, les apo C et E sont transférables entre différentes lipoprotéines. Elles sont
sécrétées par le foie et l'intestin, probablement sous forme libre. Dans le compartiment sanguin, elles
s’associent trés rapidement aux VLDL et aux HDL. Schématiquement, si le pool des apolipoprotéines
des VLDL est métaboliquement actif, celui des HDL sert principalement de réservoir [455].
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3) Les enzymes

Trois enzymes jouent un roéle central dans le métabolisme des lipoprotéines plasmatiques : la
lipoprotéine lipase, la lipase hépatique et la lécithine-cholestérol acyl transférase [455].

< La lipoprotéine lipase est synthétisée dans de nombreux tissus, mais plus particuliérement
dans le tissu adipeux et les muscles striés squelettiques. Elle se fixe a la surface des cellules
endothéliales, d’ou elle exerce ses effets métaboliques. La principale fonction de la lipoprotéine lipase
est d’hydrolyser des TAG des VLDL et des chylomicrons. Les acides gras libérés au cours de ce
processus sont captés par les tissus pour leurs besoins métaboliques. Comme cité précédemment,
I’apo C-II est un cofacteur indispensable de cette réaction [455].

< La structure de la lipase hépatique est proche de celle de la lipoprotéine lipase. Elle est
synthétisée par le foie et reste localisée dans cet organe a la surface des cellules endothéliales des
vaisseaux capillaires. Elle assure I’hydrolyse des IDL en LDL et celle des HDL2 en HDL3 [455].

9 La lécithine-cholestérol acyl transférase (LCAT) est synthétisée par le foie puis est
excrétée hors des hépatocytes. Dans le compartiment sanguin, elle s’associe aux HDL ou elle catalyse
lestérification du cholestérol libre excédentaire des membranes cellulaires avec les acides gras de la
phosphatidylcholine des HDL. Cette réaction est activée par I'apo A-I [455].

4) Les récepteurs

Plusieurs récepteurs membranaires interviennent dans le métabolisme des lipoprotéines.

< Le récepteur B/E est exprimé a la surface des hépatocytes. Il reconnait ’apo B-100 et ’'apo E
des LDL et IDL, mais pas l'apo B-48 des chylomicrons. L’interaction du récepteur avec une
lipoprotéine stimule l'internalisation du complexe ligand / récepteur, les particules captées étant
ensuite dégradées, et leurs différents composants recyclés [455].

< Le récepteur LRP (LDL-related protein) permet la récupération des chylomicrons au niveau du
foie, grace a l'interaction avec les apos B-48 et E des particules [455].

< Le récepteur SR-B1 (scavenger receptor) permet la fixation des HDL au niveau du foie et le
transfert de leur contenu dans les hépatocytes, mais sans qu’il y ait internalisation des particules
[140].

< Enfin, les récepteurs scavenger de classe A sont essentiellement présents sur les
macrophages. Il en existe plusieurs types, qui peuvent capter en particulier les LDL oxydées. Ces
récepteurs ne sont pas régulés par la concentration intracellulaire de cholestérol. Ils sont ainsi
toujours présents a la surface des cellules, ce qui peut conduire a un excés d’accumulation lipidique
dans les tissus ou résident les macrophages. Ce phénoméne est a l'origine des cellules spumeuses,
point de départ de ’athérosclérose [455].

II. 2) Le métabolisme des lipoprotéines

1) Le cas des chylomicrons

Les chylomicrons sont sécrétés dans la lymphe et rejoignent la circulation générale par l'intermédiaire
du canal thoracique [59, 460]. Durant ce passage, les particules captent les apos E et C-II & partir
d’autres lipoprotéines, notamment les HDL [460].

A proximité des cellules cibles, la lipoprotéine lipase hydrolyse les TAG en acides gras libres, mono et
diacylglycérols, qui sont libérés du chylomicron [60, 140]. Comme précisé précédemment, l’action de
l'enzyme est rendue possible par la présence de 'apo C-II, cofacteur indispensable [455]. L’albumine
sérique prend en charge les lipides libérés et les transporte a proximité des cellules, ou ils passent a
travers la bicouche phospholipidique pour gagner le cytoplasme [47].

Les chylomicrons qui ont perdu leur contenu lipidique sous l’action de la lipoprotéine lipase se
transforment en particules de plus petite taille, plus denses, relativement plus riches en protéines,
cholestérol et PL: les remnants (ou «vestiges» de chylomicrons) [60, 140]. Les remnants sont
rapidement éliminés par le foie (70%), cette épuration se faisant grace a l'interaction entre le récepteur
LRP des hépatocytes et ’apo E des vestiges de chylomicrons [60, 140].
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Les chylomicrons ont une durée de vie de quelques heures, ils ne sont donc retrouvés dans le sang
qu’en période post-prandiale [60, 140].

2) Le cas des particules de faible densité

Durant la période interprandiale, le foie met en circulation de nouvelles lipoprotéines synthétisées in
situ : les VLDL, qui contiennent ’'apo B-100, et qui assurent le transport des TAG du foie vers les
tissus périphériques [140].

Dans la circulation sanguine, les particules sont rapidement délestées de leurs TAG par la lipoprotéine
lipase. Pendant cette période ’'apo C masque l'apo E, empéchant la récupération par le foie. Les VLDL
deviennent a lissue de ce processus des vestiges de VLDL, ou IDL (particules de densité
intermédiaire).

Deux voies différentes existent pour les IDL. Dans la premiére, I’apo C libére I'apo E, permettant une
internalisation rapide dans les hépatocytes [60, 140].

Dans la seconde voie, les IDL perdent leur apo E, ce qui allonge leur temps de résidence dans la
circulation sanguine. En réalité, ’'apo B-100 peut également se lier au récepteur B/E, mais avec une
affinité bien moindre [60, 140]. Les IDL deviennent des LDL au fur et a mesure qu’elles continuent a
délivrer leur contenu lipidique aux cellules cibles [60, 140, 455]. Ces LDL, du fait de leur temps de
séjour plus long dans le sang, sont plus sujettes a 'oxydation que les autres particules. Si elles sont
oxydées, elles sont captées par les macrophages des parois vasculaires par l'intermédiaire de leur
récepteur scavenger de classe A [60, 140, 157].

3) Le cas des particules de haute densité

Les HDL, produites par les hépatocytes, assurent le transport du cholestérol excédentaire des tissus
périphériques vers le foie. Les expressions de « transport inverse du cholestérol » ou « voie retour du
cholestérol » sont utilisées pour caractériser cette voie métabolique [60, 140]. Trés schématiquement,
elles vont capter le cholestérol libre excédentaire au niveau de la membrane plasmique des cellules
périphériques et le ramener au foie, ou il sera catabolisé en acides biliaires et éliminé par le cycle
entéro-hépatique [140].

Les HDL naissantes sont synthétisées au niveau du foie ou de l'intestin, sous forme de particules
discoides pauvres en lipides et riches en apo A-I (pré-HDL). Au contact des cellules périphériques, les
pré-HDL vont capter le cholestérol libre excédentaire, et le ramener au foie sous forme estérifiée. Pour
ce faire, la LCAT libére ’acide gras en position sn-2 des PL de la surface des HDL et ’estérifie sur une
molécule de cholestérol libre, formant un EC [140]. Au fur et & mesure que le contenu lipidique des
pré-HDL augmente, elles deviennent des HDL2 sphériques de taille croissante (aboutissant a des HDL3)
[140].

Ces particules peuvent échanger des molécules avec les autres particules circulantes, en donnant aux
IDL et aux LDL des EC, tandis que les chylomicrons et les VLDL leur transférent des TAG [140].

Les HDL peuvent enfin se fixer sur un récepteur SR-B1 hépatique, qui permet de transférer les EC
dans ’hépatocyte sans que toute la lipoprotéine ne soit internalisée [140].

4) Les lipides sanguins : notions de LDL-, HDL-cholestérol et triglycérides

Les expressions LDL- et HDL-cholestérol concernent les contenus en cholestérol libre et estérifié des
lipoprotéines de faible et haute densité, respectivement (LDL et HDL).

Le LDL-cholestérol est souvent appelé « mauvais cholestérol » car au fur et a mesure que les LDL
délivrent leurs TAG, leurs proportions relatives de cholestérol libre et d’EC augmentent. Si ces
particules sont oxydées dans la circulation sanguine et récupérées par des macrophages de la paroi,
elles initient le processus de formation de la strie lipidique, qui est une des premiéres étapes de
I’athérosclérose (cf. chapitre « Pathologies liées au métabolisme des lipides ») [60, 168].

Au contraire, le HDL-cholestérol est considéré comme « bon » car le transport inverse est un moyen
efficace de régulation du taux de cholestérol cellulaire et d’entretien du cycle de recyclage du
cholestérol [60]. Le foie transfére une grande partie des EC des lipoprotéines dans la bile. Quatre-
vingts pour cent de ce cholestérol est réabsorbé par le cycle entéro-hépatique. L’essentiel du
cholestérol de l'organisme provient de ce recyclage et/ou de la synthése endogéne a partir de ’acétate
et finalement assez peu du cholestérol alimentaire (10-20%) [140].
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Le dernier parameétre qui peut étre évalué par l'’étude du contenu des lipoprotéines est le taux de
« triglycérides » plasmatiques (TAGp). Cette valeur représente le contenu en TAG des différentes
lipoprotéines, et permet ’évaluation des lipides circulants. Le taux de TAGp interprandial comprend le
contenu des VLDL, IDL, LDL et HDL, et le taux postprandial comprend en plus le contenu des
chylomicrons.

II. 3) L’influence de la structure des acides gras

La structure des acides gras ingérés influence le métabolisme des lipoprotéines.
Historiquement, l'influence des lipides alimentaires sur le taux de cholestérol sanguin est calculé
grace aux équations de Keys et Hegsted :

Keys et al. (1965) [248]:  ATC =2,4* ASFA'-1,2* AUFA+15*~NAC
Avec TC : cholestérol sanguin
SFA’ : proportion d’acides gras saturés, sans acide stéarique (en % de Uapport énergétique total)
UFA : proportion d’acides gras insaturés (en % de U’'AET)
C : cholestérol alimentaire, exprimé en mg pour 1000 kcal/jour.

Hegsted et al. (1965) [191] : ATC =2,32* ASFA—-1,46* AUFA+6,51* AC'+0,83

Avec SFA : proportion d’acides gras saturés (en % de U'AET)
C’ : cholestérol alimentaire, exprimé en mg/jour.

1) Acides gras saturés

Deux hypothéses ont été avancées pour expliquer l'effet hypercholestérolémiant des SFA :

i) Ils pourraient étre responsables de la diminution de l’expression du récepteur B/E sur les
hépatocytes, empéchant une récupération efficace des LDL, augmentant ainsi la concentration
plasmatique en cholestérol [176] ;

ii) Leur incorporation dans les PL membranaires pourrait rigidifier la membrane hépatocytaire du fait
de leur point de fusion élevé. Celle-ci perdrait ainsi de sa fluidité, et le fonctionnement des récepteurs
aux LDL pourrait en étre perturbé [176].

a) Saturés a courte chaine

Les SFA a courte chaine (moins de 12 atomes de carbone) ne sont pas présents en grande quantité
dans les huiles végétales. C’est peut-étre la raison pour laquelle leur éventuel effet sur les lipides
sanguins a été peu étudié [264]. Dans les quelques études publiées sur ce sujet, il semble que ces
acides gras soient neutres, que ce soit vis-a-vis du LDL-, du HDL-cholestérol ou des TAGp [176]. Deux
hypothéses peuvent expliquer ce fait :

i) Du fait de leur courte chaine, leur point de fusion est inférieur a la température du corps, ils ne
rigidifient donc peut-étre pas la membrane des cellules ;

ii) Peut-étre sont-ils rapidement utilisés par les cellules pour produire de 1’énergie, ce qui les retirerait
rapidement du meétabolisme normal des lipides, et diminuerait leur influence sur les parameétres
sanguins.

b) Acides laurique et myristique

Les acides laurique et myristique augmentent le LDL-cholestérol [216, 249, 264, 268]. L’acide
myristique semble plus délétére que le laurique, mais la position d’estérification sur le squelette
glycérol semble avoir une importance prépondérante dans le cas de l'impact de cet acide gras (cf. le
paragraphe « Importance de la position des acides gras dans les TAG ») [216, 264, 268].

c) Acide palmitique

L’acide palmitique est particulier. En effet, si la majorité des études a montré un effet
hypercholestérolémiant de cet acide gras [S51, 216, 264, 268]|, d’autres ont démontré une relative
neutralité [190, 249]. Les auteurs de ces deux derniéres études émettent I’hypothése d’un seuil. Ils
postulent qu’au-dela de 400 mg de cholestérol alimentaire ingéré par jour, lacide palmitique
augmenterait le taux de LDL-cholestérol (de maniére peut-étre supérieure a ’acide myristique), tandis
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qu’l serait plutét neutre en deca [190, 249]. Il semble que des études supplémentaires soient
nécessaires pour expliquer la disparité entre ces résultats.

d) Acide stéarique

L’acide stéarique semble n’avoir aucun effet délétére sur les lipides sanguins [51, 99, 176, 217, 264,
268]. En fait, il a été prouvé qu'un régime riche en acide stéarique n’augmente pas les lipides
plasmatiques comparé a un régime riche soit en OA, soit en LA [217].

Deux hypothéses ont été avancées pour expliquer ce phénoméne :

i) Le point de fusion de l'acide stéarique libre est bien supérieur a la température du corps humain
(70°C, [357]), ce qui fait qu’il est solide a 37°C, et qu’il est probablement susceptible d’étre éliminé
dans les féces au lieu d’étre absorbé par ’épithélium intestinal ;

Remarque : Pendant le processus de digestion, la lipase libére spécifiquement les acides gras placés
aux positions extérieures des TAG (position préférentielle des SFA dans les huiles végétales), en
laissant ’acide gras interne en place. L’acide stéarique se retrouve donc dans la lumiére intestinale,
solide du fait de son point de fusion éleve [42].

ii) L’acide stéarique est peut-étre rapidement désaturé en OA, et donc son éventuel effet propre serait
masqué [S1].

e) Saturés a longue chaine

L’absorption des SFA a longue chaine (LCSFA) n’est pas efficace, du fait de leur point de fusion élevé
(cf. hypotheése «i» du paragraphe précédent). Il n’est donc pas étonnant qu’aucun effet sur les lipides
sanguins n’ait été mis en évidence [51, 264, 268]. De plus, la quantité de LCSFA dans les huiles
végétales étant trés faible, leur contribution a l'apport lipidique général peut étre considéré comme
négligeable.

A noter, un effet positif des SFA qui augmentent la concentration de HDL-cholestérol sanguin, et ce
d’autant plus qu’ils augmentent le LDL-cholestérol [221, 264]. Cet effet positif ne permet cependant
pas de compenser l’action sur le LDL-cholestérol, c’est pourquoi la surveillance des apports en SFA
reste un point important de la nutrition a I’heure actuelle. De maniére générale, les SFA ont également
tendance a augmenter la concentration en TAGp [176].

2) Acides gras monoinsaturés

Le OA est 'acide gras majoritaire de nombreuses huiles végétales, en particulier des huiles d’olive et
de colza, et est le MUFA alimentaire principal. Il montre un effet neutre ou légérement positif vis-a-vis
du cholestérol total et du LDL-cholestérol [51, 99, 175, 176, 186, 187, 217, 264].

L’huile d’olive a longtemps été considérée comme « saine» du fait de la proportion d’OA qu’elle
contient, mais il semble a présent que d’autres composés de l’huile pourraient étre actifs. L’action
positive des MUFA sur les lipides sanguins a, en effet, été démontrée par des études dans lesquelles le
régime témoin était composé de SFA. Ce choix a introduit un biais dans les résultats du fait de ’action
délétere de ces acides gras sur le LDL-cholestérol [51, 176, 264]|. Quand l'effet des MUFA a été étudié
contre un régime riche en glucides, il a été prouvé que ces acides gras sont neutres vis-a-vis des
lipides sanguins [99, 173].

A part ’'action sur le LDL-cholestérol, il semble que l’acide oléique soit neutre vis-a-vis des TAGp et du
HDL-cholestérol [99 et 175, 264, respectivement].

3) Acides gras polyinsaturés

a) Acide linoléique

Parmi les PUFA, le LA, précurseur de la famille des AG n-6, est le seul a diminuer le taux de LDL-
cholestérol [190, 262, 264]. Certains auteurs nuancent ces résultats, en démontrant que le LA est
neutre vis-a-vis du LDL-cholestérol [176, 217]. D’autres avancent ’hypothése d'une valeur seuil, au-
dela de laquelle cet acide gras deviendrait neutre [249, 517]|. D’aprés eux, l’effet positif sur le
cholestérol n’est visible que pour un apport compris entre 10 et 17% des lipides totaux [517]. Quoi
qu’il en soit, les acides gras témoins dans la majorité de ces études sont des SFA, et la seule
conclusion acceptable dans ce cas est que remplacer des SFA par du LA permet de diminuer la
concentration en LDL-cholestérol [233, 325, 521].
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Certains auteurs proposent une autre hypothése, selon laquelle I'un des métabolites du LA,
vraisemblablement l’acide y-linolénique (GLA) ou l’acide dihomo-y-linolénique (dihomo-GLA), serait
actif a la place du LA [206]. Sachant que la A6-désaturation (transformation du LA en GLA) est I’étape
limitante de la conversion du LA [206], il semble évident que si le dihomo-GLA est le composé actif,
apporter directement du GLA soit plus efficace qu’apporter du LA. De plus, un excés de LA inhibe sa
propre conversion en LCPUFA [283]. Ceci permet de renforcer les deux hypothéses présentées dans les
différentes études :

i) Le GLA ou le dihomo-GLA est actif au lieu du LA ;

ii) Apporter du LA en excés inhibe 1’effet positif observé sur le LDL-cholestérol.

Le LA semble diminuer le taux de HDL-cholestérol de maniére concomitante a la baisse du LDL-
cholestérol [325]. Le LA diminue également, mais de maniére faible, le taux de TAGp [262].

Enfin, comme décrit précédemment, un excés de LA dans le régime alimentaire provoque un état pro-
inflammatoire dans l'organisme [2, 3, 288]. C’est pourquoi le ratio n-6/n-3 recommandé préconise que
la consommation de LA dans nos régimes occidentaux soit diminuée [287].

b) Acide a-linolénique

L’ALA semble neutre vis-a-vis du LDL-cholestérol [117, 151, 376, 464|. Pourtant, certaines études ont
montré un effet positif de ce précurseur sur le LDL-cholestérol, mais dans des tests ou d’autres acides
gras du régime ont été modifiés en méme temps, comme par exemple le LA [432], les SFA [220, 519,
536], ou méme le régime entier [463, 465].

L’action du précurseur sur le HDL-cholestérol et les TAGp n’est pas plus claire. Certaines études n’ont
montré aucun effet [117, 151, 220, 376, 432], deux ont trouvé une diminution des TAGp et du HDL-
cholestérol [519, 536], une étude a vu une diminution du HDL-cholestérol seulement [464], et deux
ont montré une diminution des TAGp et une augmentation du HDL-cholestérol [463, 465]. De méme
que pour les résultats concernant le LDL-cholestérol, la plupart de ces études ne concernaient pas
uniquement une modification de ’apport en ALA, mais une modification plus importante du régime.

Il parait évident que des études mieux contrélées sont nécessaires pour permettre de tirer des
conclusions fermes quant a leffet du précurseur sur les lipides sanguins. L’agence alimentaire
britannique (UK food standard agency) est parvenue a la méme remarque dans son rapport sur la
comparaison de impact de ’ALA par rapport a ses dérivés a longue chaine, EPA et DHA [443].

Quoi qu'’il en soit, I'apport en acides gras n-3, et en particulier en ALA, est insuffisant dans nos
régimes alimentaires [287], et devrait étre augmenté pour :

i) Augmenter la production de composés anti-inflammatoires grace a la conversion de ’ALA en EPA ;

ii) Réguler la production des métabolites issus du LA, et par la éviter que le déséquilibre du ratio n-
6/n-3 provoque un statut pro-inflammatoire [2, 3, 288].

c) Acides eicosapentaenoique et docosahexaenoique

Les multiples études qui ont évalué les effets des LCPUFA n-3 (EPA et DHA) sur le risque cardio-
vasculaire ont montré une action positive significative sur les TAGp [110, 166, 167, 171, 174, 311,
343, 400, 411, 439, 461, 462, 464, 490], ainsi qu'une légére augmentation du HDL-cholestérol [110,
122, 174, 411, 461, 462, 464|. En exemple, citons I’étude INTERLIPID, qui a montré une corrélation
positive entre 'apport en EPA et DHA et la concentration en HDL-cholestérol sanguin [369].

Malgré tout, cette action sur le HDL-cholestérol reste controversée [166, 171, 235, 311, 343, 439,
490]. Les auteurs qui ont fait la distinction entre les sous-classes de HDL, HDL. (dites
antiathérogeénes) et HDL3 (role plus incertain) ont montré que I’'EPA et le DHA agiraient principalement
en augmentant le HDL2-cholestérol, et seraient neutres ou légérement positifs vis-a-vis du HDLs-
cholestérol [122, 311, 343, 411]. Ceci a permis de mieux cerner l’action positive de I'EPA et du DHA
sur le HDL-cholestérol.

Les effets observés des LCPUFA n-3 montrent une diminution des TAGp de l'ordre de 10 a 30%, et une
augmentation du HDL-cholestérol de 5 a 15%, pour une dose d’EPA+DHA de 0,7 a 1 g par jour [110,
166, 167, 439, 461, 490]. Augmenter cette dose au-dela de 1 g par jour n’augmente visiblement pas la
force de l'effet [171, 174, 311, 343, 400, 411, 462, 464].
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Il semble important de rappeler que remplacer des SFA par des MUFA ou des PUFA améliore le profil
lipidique plasmatique. Il n’y a pas, a ’heure actuelle, de consensus quant a une action positive de ’'OA
ou du LA, en grande partie & cause de la difficulté a augmenter un acide gras sans influencer la
proportion des autres.

Une autre approche possible est de remplacer les lipides d’intérét par des glucides dans le régime
témoin [175]. Une méta-analyse de 395 publications a étudié le remplacement isocalorique de classes
d’acides gras par d’autres, ou par des glucides complexes, ce qui a permis une meilleure appréciation
de leffet de chacun des groupes d’acides gras. Les auteurs concluent que les SFA augmentent le LDL-
et le HDL-cholestérol, que les MUFA n’ont pas d’impact sur le LDL- mais augmentent le HDL-
cholestérol, et que les PUFA diminuent le LDL- et augmentent le HDL-cholestérol [99].

II. 4) L’importance de la position des acides gras dans les triacylglycérols

La structure des acides gras n’a pas permis jusqu’a présent d’expliquer entiérement l'influence des
lipides alimentaires sur les lipides sanguins. En effet, la position des acides gras sur le squelette des
TAG influence également le métabolisme des lipoprotéines.

Par exemple, l'acide myristique serait moins hypercholestérolémiant en position sn-2 que sn-1 ou 3
[108], comme c’est le cas dans la matiére grasse laitiére [216, 394]. De plus, dans cette configuration il
semble que l’acide myristique stimule la conversion d’ALA en EPA et DHA [108].

L’effet serait inverse pour l’acide palmitique, qui augmenterait plus le LDL-cholestérol sanguin en
étant placé en position interne [268], ce qui est le cas dans la matiére grasse laitiére [216, 394], ou le
lait maternel [131].

Quant aux LCSFA, ils ralentiraient ’6limination des chylomicrons par le foie en étant estérifiés en
position interne du glycérol [346]. Dans cette position, ils pourraient également augmenter la
concentration des LDL pathologiques. En effet, lors de ’hydrolyse des TAG par la lipoprotéine lipase et
la lipase hépatique, les mono et diacylglycérols formés agissent comme des tensioactifs. Ils migrent a
la surface des particules, et pourraient les rigidifier du fait de leur haut point de fusion s’ils
contiennent des LCSFA. Ceci aurait pour effet de géner l'interaction entre les apolipoprotéines de la
particule et les récepteurs hépatiques, empéchant la récupération par le foie [346, 418].

Sachant que dans les huiles végétales les SFA sont préférentiellement estérifiés en position externe, et
étant donné les résultats présentés ci-dessus, il semble que seul l'acide myristique soit plus délétere
dans les huiles végétales que dans la matiére grasse laitiére [216, 415] par rapport aux différents SFA
cités. On peut donc conclure que les huiles végétales semblent plus intéressantes que les graisses
animales pour leur impact sur les lipides sanguins.
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PATHOLOGIES LIEES AU METABOLISME DES
LIPIDES

Cette partie concerne les mécanismes des pathologies associées aux lipides, et les bénéfices que
peuvent apporter les acides gras alimentaires, particulierement les PUFA n-3.

Dans ce chapitre sont présentés les différents facteurs de risque des maladies cardio-vasculaires.
Dans un deuxiéme temps, les mécanismes qui régissent les pathologies liées aux lipides sont décrits,
et enfin I'impact des acides gras n-3 est détaillé.

I/ Les facteurs de risque des maladies cardio-vasculaires

Les facteurs de risque des maladies cardio-vasculaires peuvent étre classés en deux catégories :
< les facteurs non modifiables : antécédents familiaux, age, sexe ;
< les facteurs modifiables: hyperlipidémies (LDL-cholestérol, HDL-cholestérol, TAGp),
surpoids, hypertension artérielle, diabéte, syndrome métabolique, sédentarité, tabagisme,
facteurs de coagulation, apports lipidiques déséquilibrés, inflammation, rythme cardiaque.

Le projet SCORE a permis la mise au point d’une grille d’évaluation du risque cardio-vasculaire a 10
ans en prévention primaire, adaptée a la France (figure B-9) [487]. L’élaboration de cette grille est un
travail important qui se différencie de nombreux travaux antérieurs du méme type car il est le premier
a fournir une estimation du risque cardio-vasculaire adaptée aux différents pays d’Europe, en prenant
en compte les régions a risque élevé et celles a risque plus faible. Pour ce faire, des études de cohorte
provenant de 12 pays européens ont été analysées de maniére commune, et quatre grilles ont pu étre
construites, représentant les risques pour hommes et femmes, pour les régions a risque fort et a
risque faible. Les pays d’Europe considérés a risque faible sont la Belgique, la France, la Gréce, l'Ttalie,
I’Espagne, la Suisse et le Portugal, les autres étant considérés a risque élevé (Allemagne, Danemark,
Royaume-Uni, Suéde, Finlande, Russie, Norvége...) [487].
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180 4 5 6 6 : 7 g 4 180 8 9 15 17 20 23 26
160 3 3 4 4 58 NEREGENTRE 65 ans 1605 6 7 8 10 12 14 16 19 EERECTT
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cardiovascula o[ 2 2 2 (3 3 3 4 2 120 2 13 3 <4 {5 ESESEG R
Al g ans 180 3 3 3 4 4 [EENEN7E e el 10 11 13 15 18
15% et plus 160 2 2 2 2|3 3 4 4 3 3 60ans 160 3 405 5 6 |7 8 o Bkl GO ans
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‘entre 5 et 9% 120 I EEEE T i 2 2 2 |3 1202 2 2 EEaES 3 4 4 ESSE
entre 3 et 4% wo il 2 2 2 (3 3 3 4 4 w3 4 4 [ElEl EE
2% 160 1 1 1 1 1 2 2 2 3 3 b5bans 160 2 2 S 4 BSENGEENEN 5D ans
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160 i 11 111 1 1 50ans 1o 2 2 2 23 3 488 50ans
140 11 1 1 1 140 NIRRT 7 2 2 2 (3 3
ATTENTION 0 O 0 pEimmi 120 [BESEESSENEE EEy 2 2 2
en cas de diabéte 180 IR S A T 2 2
% 2 pour les hommes 45 ans 160 1 1 45ans
%4 pour les femmes 140 ! i R
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Figure B-9 : Illlustration de ’évolution du risque d’accident cardio-vasculaire fatal & 10 ans en fonction de certains
facteurs de risque [487].

Légende : tableau de gauche : femmes, tableau de droite : hommes, demi-tableau de gauche : non fumeur, demi-
tableau de droite : fumeur, abscisse : taux de cholestérol total (g/L), ordonnée gauche : tension artérielle systolique
(mm Hg), ordonnée droite : age.
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I. 1) Facteurs non modifiables

1) Le sexe

Les tableaux de la figure précédente permettent de mettre en évidence l'inégalité des hommes et des
femmes devant les pathologies cardio-vasculaires [113, 356, 487, 535]. En effet, si on considére une
personne de 55 ans, fumeuse, ayant un taux de cholestérol total de 2,5 g/L et une tension systolique
de 140 mmHg, le risque est 4 fois moindre pour une femme que pour un homme [113, 487].
Différentes hypothéses sont envisageables :

i) Un statut hormonal différent, qui pourrait protéger les femmes contre le développement de
l’athérosclérose par exemple ;

ii) Ou des différences dans les habitudes de vie, alimentaires ou tabagiques, qui pourraient expliquer
que les études menées jusqu’a présent montrent de tels résultats, méme si ces différences tendent a
étre gommeées dans les nouvelles générations [487].

2) L’age
Cette figure permet également de montrer l'impact de 1’age sur 1’évolution du risque [113, 356, 487,
535]. Sil'on reprend la personne de l'exemple précédent (homme, fumeur, 2,5 g/L de cholestérol total,

tension systolique de 140 mmHg,), son risque augmente de 1 & 14% en passant de 45 a 65 ans [113,
487].

3) Les antécédents familiaux

L’historique cardio-vasculaire de la famille du patient est également reconnu comme étant un facteur
de risque des accidents ischémiques [356].

Citons en exemple deux études, une qui a relié ’apparition d’accidents cardio-vasculaires avec les
antécédents familiaux des patients [158], et une autre qui a étudié 'occurrence d’accidents dans des
couples de jumeaux homozygotes [319]. La premiére étude a montré que le risque de maladie cardio-
vasculaire est plus élevé chez les personnes dont les proches ont des antécédents d’infarctus [158], et
la deuxiéme a montré que si un des deux jumeaux fait un infarctus, le deuxiéme a plus de risque d’en
faire un aussi [319].

Les auteurs de ces deux études nuancent leurs résultats de la méme maniére, en disant que l'impact
des antécédents familiaux sur le risque d’accident vasculaire est d’autant plus marqué que le patient
est jeune [158, 319]. En effet, plus le patient avance en age, et moins son historique familial a un
impact.

I. 2) Facteurs modifiables

1) Hyperlipidémies

Depuis de nombreuses années, le LDL-, le HDL-cholestérol et les TAGp ont été identifiés comme étant
des facteurs de risque des maladies cardio-vasculaires, en particulier dans les accidents ischémiques
[356]. Les concentrations de ces lipides sanguins considérées comme normales sont les suivantes :
< le LDL-cholestérol doit étre inférieur a 1,9 g/L si la personne n’a aucun facteur de risque ;
inférieur a 1,6 g/L si elle a un facteur de risque ; inférieur a 1,3 g/L si elle en a deux et
inférieur a 1 g/L si elle a un antécédent d’infarctus ;
< le HDL-cholestérol doit étre supérieur a 0,4 g/L chez les hommes, et a 0,5 g/L chez les
femmes ;
< le taux de TAGp doit étre compris entre 0,3 et 1,5 g/L.

Beaucoup d’é¢tudes ont montré que le LDL-cholestérol est positivement corrélé avec le risque de
survenue d'un accident cardio-vasculaire [106, 113, 124, 160, 226, 356, 430, 535]. De nouveaux
médicaments destinés a réguler ce parametre sanguin ont, depuis, fait leur apparition, comme les
statines ou les fibrates. Méme l'industrie alimentaire a fait de la baisse du LDL-cholestérol un cheval
de bataille, avec la mise sur le marché de produits contenant des stérols ou stanols végétaux, dans
des matrices type corps gras ou laits fermentés.

Le HDL-cholestérol et les TAGp ont, dans un premier temps, été identifiés comme un unique facteur
de risque, « HDL-cholestérol faible / TAGp élevés » [124, 226]. Mais des études plus récentes ont
montré que les deux composantes de ce facteur sont des facteurs de risque indépendants, avec des
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signes opposés. Cela revient a dire qu'un taux élevé de TAGp est un facteur de risque [106, 113, 134,
160, 262, 356, 430, 473, 535], tandis qu’un taux élevé de HDL-cholestérol, particuliérement de HDL>-
cholestérol, est protecteur [49, 106, 113, 155, 160, 356, 430, 440, 473, 5395].

En effet, une distinction peut étre faite entre les deux sous-classes de HDL, c’est-a-dire les HDL: et les
HDLs. La corrélation entre accidents cardio-vasculaires et concentration du HDL-cholestérol est plus
forte dans le cas du HDL2- que du HDLs-cholestérol [440]. Plus précisément, si le risque est ajusté
pour le HDL2- en plus des facteurs « normaux » (age, sexe, tabagisme, activité physique, etc.), la
concentration en HDLs-cholestérol n’est plus significative [440]. Il semble donc que le HDL2-cholestérol
soit bénéfique, tandis que le réle du HDLs- est plus incertain. Cependant, il existe encore a l’heure
actuelle un manque d’études prospectives larges pour mettre en évidence la pertinence du HDL»-
cholestérol comme indicateur de maladies cardio-vasculaires [356].

Quelques données chiffrées pour illustrer la force des relations décrites dans ce paragraphe entre
lipides sanguins et occurrence des maladies cardio-vasculaires, et prouver le besoin de maitriser ces
parameétres chez les personnes a risque :

- un taux de LDL-cholestérol supérieur de 10% a la normale correspond a un risque d’accident

cardio-vasculaire amplifié de 15% [124] ;

- un taux de TAGp supérieur de 10% a la normale correspond a un risque accru de 7% [124] ;

- un taux de HDL-cholestérol inférieur de 10% a la normale augmente le risque de 13% [124] ;

- augmenter la concentration en HDL-cholestérol de 1% correspond a une diminution du risque

de 3% [49, 155].

Grundy et Demke (1990) [176] ont publié une revue sur l'influence des SFA sur les lipides sanguins,
dans laquelle ils mettent en évidence la grande variabilité interindividuelle dans la réponse a ces
acides gras. Ils évoquent la possibilité d’'une composante génétique. D’autres études se sont depuis
intéressées aux variations génétiques susceptibles d’expliquer cette disparité [31, 135, 207].

L’apoE est 'apolipoprotéine assurant l'interaction avec le récepteur hépatique pour la récupération des
VLDL, IDL et LDL. Le géne codant ’apoE a trois alléles possibles, appelés €2, €3 et €4, qui donnent lieu
aux protéines apoE2, E3 et E4, respectivement. La différence entre ces apolipoprotéines réside dans le
nombre de résidus cystéine présents (deux dans E2, un dans E3, et aucun dans E4, remplacés par
des résidus arginine) [31, 135].

En étudiant les concentrations en lipides sanguins de patients par rapport a leur phénotype apoE, il
apparait que le génotype €4/4 conduise a un taux de LDL-cholestérol supérieur a la normale, et un
taux de HDL-cholestérol inférieur [135, 207]. Il semble également que les phénotypes apoE3
engendrent des concentrations en TAGp inférieures a la moyenne [207], et les phénotypes apoE2 un
taux de LDL-cholestérol inférieur [136]. Le phénotype apoE4 a également été positivement corrélé avec
la survenue d’infarctus [107, 136, 362, 497]. Plus particuliérement, Cumming et Robertson (1984)
[107] ont montré que les survivants d’infarctus de phénotype apoE4 avaient eu leur accident cardio-
vasculaire plus jeunes que la moyenne des patients, tous phénotypes confondus. Cette notion de
déterminant génétique dans le profil lipidique sanguin et dans le risque d’infarctus pourrait en partie
expliquer l'influence des antécédents familiaux. Les groupes de travail qui recensent les données sur
les différents facteurs de risque commencent d’ailleurs a s’intéresser au phénotype apoE [160].

2) Syndrome métabolique

Présenter plusieurs facteurs de risque augmente le risque de survenue d'un accident cardio-vasculaire
de maniére plus importante que la somme des risques ne le laisse prévoir [12, 25, 243]. Cette
constatation a donné naissance a la notion de syndrome métabolique.

Un patient a ce syndrome s’il répond aux critéres suivants [113, 128, 356] :

<) Obésité abdominale (diamétre abdominal supérieur & 94cm pour les hommes et 80cm pour les
femmes en France, mais nécessité de prendre en compte des différences interethniques) ;
<+ 2 facteurs parmi les 4 suivants :
- TAGp > 1,5 g/L ou traitement hypotriglycéridémiant,

HDL-cholestérol < 0,4 g/L pour les hommes et 0,5 g/L pour les femmes ou traitement
hypolipémiant,

- tension artérielle > 130/85 mmHg ou traitement hypotenseur,

glycémie > 1 g/L.
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Outre les TAGp et le HDL-cholestérol, déja décrits ci-dessus, le syndrome métabolique prend donc en
compte trois facteurs de risque : le surpoids, I’hypertension, et le diabéte.

<) Surpoids - Obésité
L’obésité n’a été reconnue comme un facteur de risque modifiable majeur des maladies cardio-
vasculaires qu’en 1998, sous limpulsion de 'AHA (American heart association, [449]). Depuis, ce
facteur est clairement surveillé, et I'indice de masse corporelle (IMC) a été remplacé par le périmeétre
abdominal, visiblement mieux corrélé avec le risque [113, 356, 535], que ce soit de mortalité totale ou
d’accident cardio-vasculaire [109].

IMC = %
T2

Avec : M : masse (kg)

T : taille (m)

< Hypertension artérielle

L’association entre la pression artérielle et le risque d’accident cardio-vasculaire est bien connue [113,
124, 243, 295, 315, 356, 487, 535], et semble linéaire [243, 315]. Plus précisément, il semble que
cette corrélation ne permettrait pas d’identifier une valeur seuil au-dela de laquelle le risque
deviendrait réel. Une diminution de la tension, quelle que soit la valeur de départ, semble toujours
bénéfique pour réduire le risque cardio-vasculaire [243, 315]. En effet, une pression artérielle élevée
fragilise les parois vasculaires, qui perdent, avec le temps, leur élasticité et leur capacité a laisser
passer le flux sanguin.

< Diabéte
Le diabéte de type 2, ou une glycémie élevée, sont tous deux reconnus comme facteur de risque des
maladies cardio-vasculaires par de nombreux groupes de travail internationaux [52, 113, 160, 356,
487, 535].

3) Sédentariteé

Citons deux études concernant le manque d’activité physique, celle de Oguma et Shinoda-Tagawa
(2004) [367], qui a prouvé que l’activité physique protége les femmes du risque d’accidents cardio-
vasculaires, et celle de Kruger et al. (2003) [267] qui a démontré que l'inactivité physique est corrélée
avec le risque vasculaire, en particulier chez les personnes en surpoids.

4) Tabagisme

Le tabagisme est depuis longtemps considéré comme un facteur de risque des accidents cardio-
vasculaires [113, 356, 487, 535]. La figure B-9 montre qu’a valeurs équivalentes pour les autres
facteurs de risque, le fait de fumer multiplie environ par 2 le risque d’accident a 10 ans.

Il est important de noter que sur 3 morts dues au tabac, 2 seront de cause cardio-vasculaire tandis
qu’une seule sera due a un cancer. En effet, une étude publiée en 2003 [143] estime que sur les 4,83
millions de décés dus au tabac dans le monde, 35% sont cardio-vasculaires contre 18% pour le cancer
du poumon et 20% pour d’autres maladies pulmonaires.

5) Coagulation

Ce paragraphe sur la coagulation comprend trois paramétres qui semblent corrélés avec la survenue
des accidents cardio-vasculaires. Ce sont les concentrations plasmatiques en fibrinogéne et en PAI-1
(plasminogen activator inhibitor), ainsi que la viscosité du sang.

La coagulation sanguine est un phénomeéne complexe, résultant d’'un équilibre entre des cascades de
réaction a tendance procoagulante, et d’autres anticoagulantes, qui seront détaillées plus loin dans ce
chapitre [160, 213, 363]. Pour résumer, le fibrinogéne et le PAI-1 sont deux composés intervenant
dans des cascades procoagulantes, donc plus leur concentration respective est élevée, plus les
plaquettes sanguines ont tendance a s’agréger [160, 213, 363]. Ainsi, un taux de fibrinogéne sanguin
élevé a été identifié comme étant un facteur de risque des accidents cardio-vasculaires [160, 193, 244,
320, 356, 491], et, inversement, un taux faible semble protecteur, méme chez les personnes ayant un
taux de LDL-cholestérol élevé [193]. De méme, un taux de PAI-1 élevé est un facteur de risque, et est
associé avec une tendance a la formation de caillots sanguins [35, 160, 213]. Enfin, il est intéressant
de noter que les personnes présentant le syndrome métabolique ont des taux de fibrinogéne et de PAI-
1 significativement plus élevés que ceux ne présentant pas ce syndrome [25, 363].
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La viscosité du sang est déterminée par la concentration en hématies (hématocrite), le volume, la
déformabilité et l'agrégation des hématies, et enfin la viscosité du plasma [434|. Parmi ces
caractéristiques, il a été démontré que I’hématocrite est positivement corrélée avec la survenue
d’accidents cardio-vasculaires [433, 470].

6) Apports lipidiques

Le chapitre précédent a montré limpact des différents acides gras alimentaires sur les lipides
sanguins. Chacun des lipides sanguins (LDL- et HDL-cholestérol, TAG) étant considéré comme un
facteur de risque des accidents cardio-vasculaires, il est aisé de voir I'impact que peut avoir le régime
alimentaire sur le risque d’infarctus.

Les groupes qui récapitulent les données connues sur les différents facteurs de risque insistent sur ce
fait, et citent réguliérement la structure du régime alimentaire lipidique comme étant a surveiller chez
les patients a risque, en particulier au niveau des lipides totaux, des SFA et des acides gras trans
[113, 356, 535]. C’est en effet le cas des auteurs de 'INTERHEART Study, qui a étudié I'impact des
facteurs de risque modifiables sur la survenue d’accidents cardio-vasculaires dans 52 pays [535], du
3éme oroupe de travail des sociétés européennes et autres de prévention des maladies cardio-
vasculaires en pratique clinique (Third task force of european and other societies on cardio-vascular
disease prevention in clinical practice) [113], et du panel expert du National cholesterol education
program [356)].

7) Inflammation

L’athérosclérose, qui méne a linfarctus, est une pathologie qui a une composante inflammatoire
importante (cf. paragraphe « Athérosclérose » ci-apres).

Plusieurs études ont mis en évidence une corrélation positive entre certains marqueurs physiologiques
de l'inflammation et le risque d’infarctus [227, 316, 416], en particulier la protéine C réactive (CRP), ou
certaines interleukines inflammatoires (TNF-a, IL-6...). La surveillance de ces facteurs physiologiques
est d’ailleurs recommandée aux cliniciens, de maniére a identifier les patients a risque [160, 356].

8) Fréquence cardiaque

Plusieurs aspects de la fréquence cardiaque ont été corrélés avec le risque cardio-vasculaire : la
fréquence de base, la longueur de l'intervalle QT, et la variabilité du rythme.

Une valeur pour illustrer Iimpact de la fréquence de base sur le risque d’infarctus : 10 battements
supplémentaires par minute augmenteraient le risque d’accident de 14% [243]. Un coeur qui bat vite
est en effet plus susceptible de « fatiguer » avec l'age, et de subir des défaillances. De plus, une
fréquence cardiaque de base élevée est un signe de mauvaise efficacité du coeur, qui doit pomper plus
vite le sang pour compenser un volume d’éjection insuffisant.

La longueur de lintervalle QT est une mesure effectuée sur 1’électrocardiogramme. Cette grandeur,
explicitée dans le paragraphe « Rythme cardiaque » ci-apres, a été inversement corrélée avec le risque
d’accident cardio-vasculaire dans les études de Karjalainen et al. (2003) [426] et de Robbins et al
(1997) [247] (en particulier aprés correction par rapport a la fréquence de base).

La variabilité du rythme cardiaque représente la capacité du coeur a s’adapter aux différentes étapes
d'une journée, que ce soit dans l’alternance activité — repos, ou l’alternance nycthémérale. Cette
variabilité doit étre élevée pour que le coeur arrive a s’adapter aux besoins de l'organisme, en battant
lentement dans les périodes de repos, et en étant capable d’accélérer rapidement en cas d’effort
physique. Les marqueurs physiologiques qui permettent d’évaluer cette variabilité ont été inversement
corrélés avec le risque d’infarctus dans plusieurs études [277, 384, 481].

II/ L’athérosclérose

Ce chapitre décrit les mécanismes régissant l’athérosclérose, ainsi que limpact des acides gras
alimentaires sur cette pathologie.

Le développement de ’athérosclérose est décrit en quatre étapes, qui sont ’activation inopportune de
l'endothélium vasculaire, la multiplication des cellules spumeuses, le développement de la plaque
d’athérome proprement dite, et finalement ’obstruction de la lumiére vasculaire.

a) Activation de l’endothélium

Comme il a été expliqué dans le chapitre « Le métabolisme des lipides », les LDL sont susceptibles
d’étre oxydées durant leur séjour dans la circulation sanguine. Les macrophages des parois
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vasculaires expriment un récepteur, qui reconnait spécifiquement ces LDL oxydées, le récepteur
scavenger de classe A. Ayant capté une particule pathologique, le macrophage quitte la surface de la
paroi vasculaire et s’infiltre dans les couches sous-jacentes [60, 157]. Certains macrophages
conservent les LDL oxydées dans leur cytoplasme, ils sont alors appelés cellules spumeuses. D’autres
macrophages relarguent les LDL dans la paroi, provoquant une inflammation locale (figure B-10) [60,
157].

T

Transformation

LDL oxydées

Cellule spumeuse

Figure B-10 : Représentation schématique de la constitution des cellules spumeuses [358].

Les monocytes s’infiltrent a travers l'endothélium et se transforment en macrophages qui captent les LDL oxydées,
devenant une cellule spumeuse. Certains macrophages, quant a eux, libérent les LDL oxydées qu’ils contiennent,
provoquant une réaction d’inflammation locale.

En temps normal, 'endothélium vasculaire assure différentes fonctions [116]:

v' régulation de la pression artérielle par un équilibre complexe entre synthése de composés
vasodilatateurs (comme l'oxyde nitrique, NOe ou les prostaglandines E2 et Es, PGE2 et PGEs3) et
vasoconstricteurs (ex. thromboxane Az, TxA2) [2, 116] ;

v' coordination de la contraction des cellules musculaires lisses de la paroi (les muscles lisses,
au contraire des muscles striés comme le biceps, ont un contréle « inconscient ») [116] ;

v' controéle de la prolifération de ces cellules musculaires [116] ;

v' controle de la perméabilité endothéliale (le flux de composés entrant dans les cellules de la
paroi) [116] ;

v' contréle de la coagulation plaquettaire par la synthése de composés coagulants (TxA2) ou
anticoagulants (PGE2, PGE3) [2, 116].

En cas d’invasion bactérienne ou de blessure, 'endothélium est donc capable de réagir, déclenchant la
coagulation des plaquettes ou encore une réaction inflammatoire, dont le but est d’attirer les
leucocytes nécessaires pour combattre 'attaque microbienne. C’est ’activation de 'endothélium [116].

L’inflammation produite par la présence de LDL oxydées entraine une activation inopportune de
I’endothélium, et le recrutement de monocytes circulants [116]. Ceci se fait par l'intermédiaire de
molécules d’adhésion, comme la sélectine et VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule), et de
substances chimioattractantes sécrétées par 'endothélium activé [116, 224, 408].

b) Multiplication des cellules spumeuses

Véhiculés par la circulation sanguine, les monocytes s’accrochent faiblement a la sélectine puis,
ralentis, ils se rapprochent de ’endothélium (c’est le phénomeéne de « rolling »), ou ils sont sensibles
aux chimioattractants. Ils interagissent ensuite plus fortement avec VCAM-1, et s’infiltrent dans la
paroi artérielle, ou ils se différencient en macrophages (figure B-10) [116, 408]. Ceux-ci captent a leur
tour une LDL pathologique, et s’infiltrent dans la paroi pour devenir des cellules spumeuses [60, 157].

C’est un cercle vicieux : plus il y a de macrophages dans la paroi, plus linflammation s’aggrave ; et
plus I'endothélium est attaqué, plus il attire de nouveaux monocytes [116]. Le « dépdt de cholestérol
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dans les artéres » correspond a ce processus de multiplication des cellules spumeuses, contenant des
globules lipidiques essentiellement constitués d’EC et de cholestérol libre, puisque les LDL ne
contiennent quasiment plus de TAG [60].

c) Formation de la plaque d’athérome

Les cellules spumeuses forment une strie lipidique, rapidement envahie par des cellules musculaires
lisses ayant proliféré de maniére anarchique sous l'influence de ’endothélium activé (figure B-11) [60,
116].

Les cellules endothéliales situées dans la strie lipidique produisent du collagéne, qui diminue
I’élasticité de la paroi et rétrécit la lumiére vasculaire [458]. La strie lipidique devient alors une plaque
fibreuse. Enfin, du phosphate de calcium peut se déposer sur la lésion, rigidifiant cette plaque
fibreuse [60].

L’athérosclérose est cliniquement déclarée a partir du moment ou la lumiére vasculaire est diminuée
par les plaques fibreuses en formation [458].

Cellules musculaires lisses (CML)

INTIMA

Figure B-11 : Représentation schématique d’une plaque d’athérome adulte [358].

Les cellules spumeuses s’accumulent dans lintima et forment le centre lipidique de la plaque, entourées par une
accumulation de cellules musculaires lisses.

d) Obstruction de la lumiére vasculaire

Les plaquettes sanguines augmentent la sévérité de l’athérosclérose par deux mécanismes différents.
En effet, identifiant une lésion de l’endothélium a cause des substances inflammatoires produites,
elles tendent a cicatriser la « plaie » en coagulant sur la plaque, ce qui diminue davantage la lumiére
artérielle [458]. D’autre part, la libération de TxA2 par I'endothélium activé provoque l’activation des
plaquettes et la formation de caillots dans la circulation sanguine [60, 478].

Si le vaisseau concerné est une artére coronaire, le rétrécissement de la lumiére vasculaire entraine la
formation d'une zone dite ischémique dans le coeur, c’est-a-dire une zone dans laquelle les cellules ne
recoivent plus suffisamment d’oxygéne [34]. Tant que le flot sanguin est seulement diminué, l'ischémie
est dite partielle. C’est I'insuffisance cardiaque, ou angine de poitrine, transparente au repos, mais
causant des douleurs a l'effort. L’ischémie devient totale quand l’artére est complétement obstruée par
les caillots, c’est 'infarctus [34].

Dans le cas d’'une artére irrigant le cerveau, une telle obstruction conduit a l’accident vasculaire
cérébral [34].

III/ L’accident cardio-vasculaire

Aprés avoir détaillé le développement de ’'athérosclérose, ce chapitre détaille les mécanismes régissant
l'accident cardio-vasculaire. En effet, I'accident vasculaire cérébral ne sera pas abordé, étant donné le
point de focus choisi pour la thése. Dans un premier temps c’est la contraction des cardio-myocytes
qui sera abordée, puis la contraction cardiaque, et enfin 'infarctus.
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III. 1) La contraction des cardio-myocytes

Toute cellule est chargée électriquement, car elle contient des ions portant des charges positives ou
négatives. D’'une maniére globale, le cytoplasme des cellules est chargé négativement, le milieu
extracellulaire positivement, et la différence de potentiel entre ces deux milieux est appelée potentiel
de membrane [285]. Ce potentiel fluctue, en particulier & cause de flux ioniques entre l'extérieur et
Iintérieur d’une cellule. Ce sont des canaux ioniques Na*/K* ATP dépendants, qui assurent l'entrée et
la sortie des ions dans les cardio-myocytes. Le transport des ions a travers les canaux ioniques
nécessite de I’énergie, apportée sous forme d’ATP (adénosine triphosphate) [285].

plateau du
potentiel d'action

potentiel de
membrane K- Ca

dépolarisation

; Na*
seullde | T ) . + g % .
dépolarisation H : période réfractaire

e [4]

repolarisation
Na*

. I
potentiel de repos temps

hyperpolarisation

Figure B-12 : Evolution du potentiel de membrane d’un myocyte pendant une contraction [d’aprés 285].

Symbolisation des flux ioniques : 'aire colorée sous la courbe représente le compartiment intracellulaire, c’est-a-dire
qu’une fléche se dirigeant de la zone blanche vers la partie violette symbolise un flux entrant d’ions, et inversement.

1) Le potentiel de membrane atteint le seuil de dépolarisation, 2) La dépolarisation se poursuit, c’est le potentiel
d’action, 3) Les flux ioniques engendrent lapparition d’un plateau, 4) La cellule est repolarisée grace a un flux sortant
de K+, 5) Ce flux provoque une légére hyperpolarisation de la cellule, 6) Aprés un potentiel d’action, les canaux
ioniques sont inactivés, et la cellule entre dans une période réfractaire a tout nouveau potentiel d’action.

Un changement du potentiel de membrane peut provoquer la contraction des cardio-myocytes selon
I'enchainement suivant [285] :

1) Au repos, le potentiel de membrane des myocytes est de 'ordre de -80mV. Un flux entrant de Na*
diminue la différence de potentiel avec l'extérieur en dépolarisant la cellule. Le potentiel d’action,
et donc la contraction du myocyte, ne se déclenche que si le potentiel de membrane atteint un
seuil de dépolarisation (loi du « tout ou rien »).

2) Le flux entrant de Na+ entraine le dépassement du seuil de dépolarisation. Le potentiel de
membrane de la cellule atteint au maximum une valeur de l'ordre de -10mV.

3) Un flux sortant de K* tend a repolariser la cellule, contré par une entrée de Ca*+, qui retarde la
repolarisation et crée le plateau du potentiel d’action.

4) Le flux entrant de K* repolarise finalement le myocyte.

5) Il provoque méme une légére hyperpolarisation de la cellule par rapport a sa valeur de repos.

6) Aprés un potentiel d’action, les canaux ioniques sont inactivés. Cette période réfractaire empéche
une nouvelle contraction trop rapide [285].

III. 2) La contraction du myocarde

La contraction cardiaque est la résultante de la contraction organisée de tous les myocytes.

Pour synchroniser les cardio-myocytes, une partie du ceeur, le tissu nodal, assure la transmission du
signal électrique [539]. Il est constitué de deux structures nodulaires : le nceud sinusal, ou nceud de
Keith et Flack, situé dans I’épaisseur de la paroi de l'oreillette droite, et le noeud auriculo-ventriculaire,
ou noeud d’Aschoff-Tawara, situé a l'intersection des oreillettes et des ventricules [539].
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C’est le noeud sinusal qui impose la fréquence cardiaque (120 battements/min), mais celle-ci est
modulée par I'innervation extrinséque du myocarde, parasympathique (nerfs vagues droit et gauche,
10¢éme paire de nerfs craniens) et sympathique, pour atteindre une valeur moyenne de 70
battements/min [111, 539].
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Figure B-13 : Electrocardiogramme schématique [d’aprés 541].

Légende : 1) onde P, 2) intervalle QT, 3) intervalle PR, 4) complexe QRS, 5) onde T, 6) onde U.

L’électrocardiogramme permet d’illustrer la suite dans le temps des événements constituant la
contraction cardiaque [541] :

1) L’onde P correspond a la dépolarisation (et la contraction) des oreillettes.

2) L’intervalle QT, mesuré du début du QRS a la fin de l'onde T, correspond a l'ensemble de la
dépolarisation et de la repolarisation ventriculaire.

3) L’intervalle PR est situé entre le début de P et le début du complexe QRS, et représente le temps
nécessaire a la transmission de l'influx électrique des oreillettes aux ventricules.

4) Le complexe QRS correspond a la dépolarisation (et la contraction) des ventricules. L'onde Q est la
premiére onde négative du complexe, 1'onde R la premiére composante positive, et I'onde S la
deuxiéme négative.

5) L’onde T illustre la repolarisation (la relaxation) des ventricules. En remarque, notons que la
repolarisation des oreillettes s’effectue pendant le complexe QRS, et est donc masquée par la
contraction ventriculaire.

6) L’'onde U est, quant a elle, mal connue [541].

La fréquence cardiaque résulte de 1’équilibre entre innervation sympathique (qui accélére le rythme) et
parasympathique (antiarythmique), cette derniére étant estimée par la variabilité cardiaque [277].

III. 3) L’accident ischémique

Si une artére coronaire mineure est bouchée, une petite zone nécrotique se développe, qui ne met pas
en danger la vie du patient [34].

Au contraire, trois scénarios peuvent entrainer le déceés :

i) A la périphérie d'une zone ischémique les myocytes sont hyperexcitables [285]. Au moindre
stimulus, comme un stress ou un exercice physique violent, la contraction peut se déclencher. Si ces
myocytes se contractent a un moment inopportun du cycle cardiaque, le coeur peut passer en
fibrillation ventriculaire (suite de contractions incomplétes et trés rapprochées). La mort subite induite
par lischémie survient alors en moins de 3 minutes [34] ;

ii) Si le nceud sinusal est touché, ’arythmie est inévitable et 'issue est souvent fatale [34] ;

iii) Si une artére majeure est obstruée, la zone nécrotique est importante, et le coeur trop endommagé
ne peut pas continuer a fonctionner [34].

Il est généralement admis que les acides gras estérifiés sur les PL membranaires seraient libérés
immeédiatement aprés un infarctus [352, 461]. Cette augmentation du pool cellulaire d’acides gras
libres serait en partie responsable de la survenue d’une arythmie consécutive a l'infarctus [352, 461].
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Nair et al. (1997) [352] ont démontré que la structure de ces acides gras déterminerait la survenue ou
non d’'une arythmie, les PUFA étant anti-arythmiques.

Remarque : La fibrillation ventriculaire n’est pas uniquement induite par lischémie. Elle peut
également se déclencher a la suite du rétablissement de la circulation sanguine dans un vaisseau
obstrué. Les mécanismes régissant ce dernier type de fibrillation sont différents de ceux impliqués
dans le cas de la fibrillation induite par 'ischémie [34].

IV/ Influence de la structure des acides gras

Les PUFA de la famille des n-3 ont un impact positif observé a chacune des étapes du développement
de l'athérosclérose et de la survenue de l’accident cardio-vasculaire, c’est pourquoi la description du
role des acides gras sur ces pathologies sera centrée sur ces composés.

IV. 1) Oxydation des LDL

L’EPA et le DHA agissent au niveau de la dégradation oxydative des LDL, en augmentant la résistance
de ces particules a l'oxydation [157]. Cette action serait principalement due a I'impact des LCPUFA n-3
sur le pool d’enzymes antioxydantes de 'organisme. En effet, il a été montré chez le rat que I'EPA et le
DHA stimulent la synthése d’enzymes antioxydantes dans le cceur et le foie (superoxyde dismutase
[312], catalase [501]). Enfin L’EPA et le DHA augmentent l’activité de ces enzymes chez le rat [435].
Chez 'homme, la consommation de LCPUFA n-3 diminue la production d’isoprostanes de maniére
importante (-20% pour une dose de 3,5 g/j), ce qui montre que le statut antioxydant des sujets a été
amélioré [342]. Les isoprostanes sont des produits de la dégradation oxydative des PUFA
membranaires, que 'on retrouve dans les urines [342]. Cet effet particulier semble malgré tout difficile
a atteindre, vu la dose importante d’EPA et de DHA nécessaire pour observer ces résultats. Cependant,
il serait intéressant d’étudier l'effet sur le pool d’enzymes antioxydantes, comme cela a été fait chez le
rat, car il pourrait probablement étre obtenu avec des doses plus faibles d’AG n-3.

IV. 2) Inflammation

Comme cela a été décrit dans le chapitre « Structure des lipides », ’ARA est un acide gras n-6,
précurseur de molécules appelées eicosanoides, produites en particulier dans les cellules endothéliales
vasculaires [3]. Les eicosanoides permettent & l’endothélium d’assurer ses différentes fonctions, et
comprennent notamment des leucotriénes et des prostaglandines. Ces composés sont en majorité pro-
inflammatoires et procoagulants (figure B-14), propriétés utiles lors d’'une infection ou d'une blessure
[493].

La méme cascade de réactions se produit a partir de 'EPA, aboutissant 4 des composés similaires,
mais avec des effets trés différents, souvent antagonistes [493]. Il est donc aisément compréhensible
que les eicosanoides dérivés de I’EPA soient préférables pour enrayer le déroulement d’une pathologie
inflammatoire comme ’athérosclérose.

Les enzymes impliquées dans ces réactions, la lipoxygénase (LOX) et la cyclooxygénase (COX), étant
les mémes quel que soit l’acide gras source, il est aisément compréhensible qu'un excés de l'un des
deux conduise a une saturation des enzymes, et donc a une domination des eicosanoides dérivés de
lacide gras en question. L’intérét de la maitrise du ratio n-6/n-3 découle en grande partie de ce
phénoméne [493].
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Figure B-14 : Synthése des eicosanoides d partir de acide arachidonique (gauche) et de ’acide eicosapentaenoique
(droite) [d’aprés 2, 3, 288].

Abréviations: ARA: acide arachidonique, EPA: acide -eicosapentaenoique, LOX: lipoxygénase; COX:
cyclooxygénase ; LT : leucotriéne ; Tx : thromboxane ; PG : prostaglandine.

D’autre part, 'EPA et le DHA inhibent la production de cytokines inflammatoires (composés sécrétés
pour activer les cellules avoisinantes) par les cellules endothéliales. Ces molécules peuvent étre le
TNF-a (tumor necrosis factor), I'IL-1a (interleukine), IIL-1f, 1'IL-2, IIL-6 ou encore I'IL-8 [84, 115, 138,
224, 288]. Enfin, la concentration en récepteurs au TNF-a est inversement corrélée avec la
consommation de LCPUFA n-3 [291].

IV. 3) Prolifération des cellules musculaires lisses

Avant de détailler les effets des AG n-3 sur la prolifération anarchique des cellules musculaires lisses,
il semble nécessaire de faire quelques rappels sur le cycle mitotique et les enzymes responsables de
Pactivation des protéines impliquées.

1) Rappels sur la mitose

Le cycle cellulaire des eucaryotes supérieurs comprend 4 phases (G1, S, G2 et M). Pendant les phases
S et M les cellules exécutent les deux phénomeénes fondamentaux du cycle, c’est-a-dire la réplication
de ’ADN pendant la phase S (syntheése), et le partage égal des chromatides entre les deux cellules filles
pendant la phase M (mitose). Les deux autres phases du cycle représentent des intervalles (G pour
« gap ») pendant lesquels la cellule se prépare aux phases importantes, et est sensible aux signaux
moléculaires, comme les hormones, ou encore les eicosanoides [545].

La régulation du cycle est assurée par des kinases cycline-dépendantes (Cdk), qui assurent deux
fonctions différentes. D’une part, elles provoquent les événements du cycle en phosphorylant les
protéines nécessaires, et, d’autre part, elles permettent a la cellule de progresser dans le cycle en
passant les points de contrdle entre les phases [545].

Les Cdk ne deviennent fonctionnelles que lorsqu’elles forment un complexe avec une cycline. C’est le
complexe entier qui assure la phosphorylation de protéines nécessaires a la réalisation des
événements du cycle mitotique (figure B-15) [545].

2) Influence de EPA et du DHA

L’EPA diminue la prolifération anarchique des cellules musculaires lisses de la paroi artérielle en
inhibant de maniére importante l'activité du complexe Cdk 2/Cycline E [354, 482]. Les cellules sont
bloquées au niveau de la phase G1 du cycle, et n’atteignent pas la phase S (figure B-15). Plus
précisément, 'EPA agirait au niveau de la production de ’ARNm de la Cdk 2 [482].

Selon les auteurs, le DHA est soit moins actif que 'EPA [482], soit complétement inactif [354]. Il existe
par contre un consensus entre ces deux équipes selon lequel les acides OA, LA et ARA sont inactifs
vis-a-vis de ces phénomeénes [354, 482].
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Figure B-15 : Intervention de la kinase cycline-dépendante 2 pendant le cycle mitotique [d’aprés 545].

Abréviations : Cdk : kinase cycline-dépendante, G1 et G2 : phases de transition, S : phase de synthése de I’ADN, M :
phase de séparation des deux cellules filles.

La Cdk 2 intervient dans la transition de la phase G1 a la phase S de réplication des chromosomes, ainsi que pendant
cette derniére phase. Ces deux interventions nécessitent la formation d’un complexe cycline-CdK avec des cyclines
différentes selon la phase du cycle.

Cette action de 'EPA semble ne se produire que dans le cas de cellules en état de multiplication
anarchique, et non dans des cellules en cours de division cellulaire normale. Les facteurs permettant
cette régulation ne sont pas encore connus, et leur identification permettra vraisemblablement de
progresser dans la compréhension de l'impact de I’EPA sur le cycle cellulaire.

IV. 4) Sécrétion de molécules d’adhésion

L’effet des AG n-3 sur la sécrétion de molécules d’adhésion (VCAM-1 et sélectine) n’est pas le méme
selon l'acide gras considéré. En effet, si un consensus reconnait clairement ’action positive du DHA
sur l'expression de VCAM-1 [114, 115, 288, 509] et de la sélectine [114], le cas de I'EPA est moins
clair, étant donné le manque de résultats in vivo. Des études sur modeéles cellulaires ont en effet
montré des effets positifs [114] ou neutres [S09] de 'EPA sur l'expression de VCAM-1, tandis que les
études sur 'animal ou ’'homme n’ont pas testé ce composé seul. Concernant I’ALA, deux études, 'une
chez ’'homme, 'autre en culture cellulaire, ont montré un effet bénéfique sur ’expression de VCAM-1
[114, 408]. Les autres études citées ci-dessus n’ont pas testé cet acide gras.

Quoi qu’il en soit, 'action du DHA a été décrite en détail, et il a été démontré que cet acide gras agit
indépendamment de la production d’eicosanoides, car le blocage de la COX n’a pas restauré
l'expression de VCAM-1 et de la sélectine [114]. Le DHA aurait un effet spécifique sur ’expression de
VCAM-1, au niveau pré-transcriptionnel [114], en bloquant I’activation du facteur de transcription NF-
kB [115, 509] :
- En cas d’inflammation, les cellules endothéliales sécrétent du TNF-a, qui stimule une enzyme
(la PC-phospholipase spécifique C, ou PC-PLC) ;
- Celle-ci dégrade les PC membranaires pour donner des diacylglycérols ;
> Ces composés activent, a leur tour, le NF-kB, qui se fixe sur le géne codant VCAM-1,
provoquant son expression et donc la synthése de la molécule d’adhésion [509] ;
> Le DHA, apporté aux cellules endothéliales par les lipoprotéines, s’incorpore dans les PL
membranaires, dont les PC ;
- Quand la PC-PLC libére des diacylglycérols contenant du DHA, cette suite de réaction n’a pas
lieu [115, 509].
Remarque : leffet des PUFA de la famille n-6 n’est pas beaucoup plus clair que celui de I’EPA. Le LA,
comme ’ALA, a montré des effets positifs chez ’homme et sur un modeéle cellulaire [114, 408], tandis
que ’ARA aurait des effets positifs [114] ou neutres [509], sur modéles cellulaires.
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La conclusion la plus prudente, a '’heure actuelle, est que le DHA inhibe l'expression des molécules
d’adhésion impliquées dans le recrutement des monocytes, que I’ALA et le LA sont peut-étre actifs,
tandis que leur produit d’élongation respectif (EPA et ARA) est plus incertain.

IV. 5) Coagulation

La cascade de réactions aboutissant a la coagulation est représentée dans la figure B-16. Pour
résumer, la fibrine, issue du fibrinogéne, est responsable de la formation de caillots, tandis que la
plasmine, issue du plasminogeéne, lyse la fibrine, détruisant les caillots. L’équilibre entre ces deux
composés régit ’équilibre de la coagulation dans l'organisme.

Procoaqulant

e Anticoagulant
= =
e T-PA inactif ™.
( )/
\\\_h PAI-1 ----- - " Plasminogene,
-PA actif-1-==--»
( Plasmine I'I

]
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-
— o Yo T
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Figure B-16 : Cascade de réactions aboutissant a la coaqgulation. Mise en évidence des composés a tendance
procoaqulante et anticoagulante [d’aprés 160, 213, 363].

Abréviations : PAI-1 : inhibiteur de l’activateur du plasminogéne 1 ; t-PA : activateur du plasminogéne tissulaire.
Symboles : : fléeche pleine : « se transforme en »; fleche pointillée : « agit sur» zones rouges : cascade de réactions
menant a la coagulation, zones vertes : cascade de réactions menant a la fibrinolyse.

Il a été prouvé que les synthéses de fibrinogéne et d’inhibiteur de I’activateur du plasminogéne (PAI-1)
sont atténuées en présence d’EPA [160, 320, 363, 403, 446] et de DHA [213, 446]. Ceci a pour
conséquence de stimuler la lyse de la fibrine, et donc de dégrader les caillots formés. De plus, une
augmentation significative de l’activité fibrinolytique a été observée chez des patients recevant soit un
régime a base de poisson (0,6 g EPA+DHA/jour), soit un régime a base de poisson supplémenté en
huile de poisson (2 g EPA+DHA/jour) [62]. Une dose raisonnable de LCPUFA n-3 est donc suffisante
pour provoquer un effet sur la coagulation sanguine.

Les eicosanoides formés a partir de ’EPA agissent également sur la coagulation, la PGIs (prostacycline)
procoagulante produite a partir de ’EPA ayant une activité beaucoup plus faible que la PGI2 produite a
partir des acides gras de la série n-6. Le DHA agit également sur la coagulation, car sa rétroconversion
en EPA dans l'organisme permet d’assurer cette chaine de réaction méme en l'absence d’EPA dans la
ration alimentaire [41, 493, 510].

Mais I’EPA et le DHA ont d’autres effets sur les eicosanoides procoagulants. Le DHA inhibe la synthése
du TxA2, et avec ’EPA ils bloquent l’activation des plaquettes en étant antagonistes du TxAz sur ses
récepteurs plaquettaires spécifiques [3, 478, 510].

Un exemple clinique concret de ces actions est la diminution du nombre d’occlusions vasculaires chez
les patients ayant subi un pontage, et étant consommateurs d’EPA et de DHA [141]. Le pontage
coronarien est une opération chirurgicale permettant de court-circuiter une portion d’une artére
coronaire, dont la lumiére est diminuée de maniére trop importante par une plaque d’athérome. Aprés
Iintervention, les patients sont en général placés sous traitement anticoagulant, de maniére a éviter
une occlusion de la zone traitée. La supplémentation en LCPUFA n-3 a permis de diminuer le risque
d’apparition de ces complications en augmentant le statut anticoagulant du patient [141].
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IV. 6) Hypertension

La régulation de la pression artérielle est en majeure partie effectuée grace a 1’équilibre entre un
composé vasodilatateur, la bradykinine, et un composé vasoconstricteur, l’angiotensine II. La
production de ces composés est représentée schématiquement dans la figure B-17.
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Figure B-17 : Systémes rénine-angiotensine et kinine-kallicréine [d’aprés 152 et 420].

Abréviation : ACE : angiotensin converting enzyme, ou enzyme de conversion.
Symboles : : fléeche pleine : « se transforme en »; fleche pointillée : « agit sur» zones rouges : cascade de réactions
menant a la coagulation, zones vertes : cascade de réactions menant a la fibrinolyse.

Les deux systémes rénine-angiotensine et kinine-kallicréine sont intimement liés, puisque l’enzyme
qui assure la synthése de l'angiotensine II et la dégradation de la bradykinine est la méme, appelée
enzyme de conversion (ACE) [152]. D’autres molécules participent également a la régulation de la
pression artérielle, en particulier celles sécrétées par I’endothélium vasculaire, comme le radical NOe
(cf. paragraphe « L’athérosclérose »).

Remarque : Le tissu adipeux est un organe qui posséde un systéme rénine-angiotensine, et qui produit
donc de l'angiotensine II, responsable de « I’hypertension induite par l'obésité » [139, 323]. Ces deux
facteurs de risque se retrouvent donc associés chez les patients en surpoids : une perte de poids
pouvant faire baisser leur tension artérielle, et une baisse de tension occasionnée par exemple par une
intervention nutritionnelle (AG n-3) pouvant contrecarrer une des conséquences délétéres du surpoids.

Le DHA semble étre le seul PUFA capable de diminuer la tension artérielle, que ce soit chez des
patients sains ou hypertendus [110, 127, 311, 341, 400, 490, 502]. Ce phénomeéne serait di a une
stimulation de la production de radicaux NO¢ ou encore a une modification de la perception du signal
adrénergique (composante cardiaque de la régulation de la pression artérielle) [188, 370].

IV. 7) Fréquence cardiaque

L’impact des PUFA n-3 sur la fréquence cardiaque s’exerce a plusieurs niveaux, que ce soit moléculaire
avec les canaux ioniques, ou macroscopique avec la fréquence cardiaque de base.

a) Effet sur les canaux ioniques des cardio-myocytes

L’EPA et le DHA augmentent la période réfractaire des canaux Na+/K+, en les bloquant en position
inactivée, et en allongeant leur cinétique de retour a ’état excitable [47, 523, 524].

D’autre part, les LCPUFA n-3 rendent les myocytes plus résistants aux perturbations [242], en
amplifiant ’hyperpolarisation des cellules, éloignant le potentiel de membrane du seuil d’induction
d’'un potentiel d’action [289, 523, 524]. Ils évitent ainsi ’apparition de la fibrillation ventriculaire a la
suite d’'un léger stress, le stimulus devant étre plus important pour déclencher la fibrillation.
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Xiao et al. (1995 et 1998) [523, 524] ont montré que les acides gras doivent étre sous forme non
estérifiée pour agir sur les cardio-myocytes. Ceci est cohérent avec les observations de Nair et al.
(1997) [352], selon lesquelles la nature des acides gras des PL membranaires libérés immédiatement
aprés un infarctus détermine la survenue ou non d’une arythmie induite par I'ischémie [352].

b) Effet sur la fréquence cardiaque

Le DHA tend a diminuer la fréquence cardiaque de base, c’est-a-dire a augmenter l'intervalle entre
deux potentiels d’action, que ce soit chez ’'homme [110, 341], le chien [47], ou méme dans le cas de
cultures de cardio-myocytes de rats [242]. EPA montre le méme type d’effet [47, 110, 242], mais il n'y
a pas de consensus dans toutes les études [341].

De plus, la concentration en DHA dans l'organisme (tissu adipeux ou cellules circulantes) a été
positivement corrélée avec la variabilité cardiaque, montrant un effet protecteur de cet AG n-3 contre
les accidents cardio-vasculaires [90-93]. L’effet de 'EPA sur ce paramétre semble plus incertain [90-
93].

c) Effet sur les événements arythmiques graves

Une analyse supplémentaire des résultats de 1’étude GISSI (supplémentation de 0,85g d’EPA+DHA
sous forme d’esters éthyliques en gélule en prévention secondaire de l'infarctus) a montré que la
protection contre la mort subite induite par la supplémentation en EPA et DHA était plus marquée
chez les patients atteints d’un dysfonctionnement de la systole du ventricule gauche [314]. Cette
anomalie est détectée par la mesure du volume d’éjection du ventricule gauche lors de sa contraction.
En effet, si le ventricule a des difficultés a se contracter, donc si sa fraction d’¢jection est diminuée, il
est d’autant plus susceptible de partir en fibrillation lors d'un infarctus. Cette déficience serait liée a
un trouble de la conduction du signal de contraction dans le ventricule [314]. Les LCPUFA n-3
semblent agir plus particuliérement sur ces ventricules pathologiques, ce qui renforce lidée d’une
action de ces acides gras sur la conduction du signal électrique dans le coeur.

Raitt et al. (2005) [405] ont étudié l'effet d'une supplémentation en EPA et DHA chez des patients
atteints d’arythmie ventriculaire, et possédant un défibrillateur implanté. Ils ont montré que cette
supplémentation n’a pas diminué l'occurrence des épisodes arythmiques. Ceci a permis de préciser
I’action des LCPUFA n-3. En effet, les mécanismes régissant ’arythmie chronique et 'arythmie induite
par un événement vasculaire sont vraisemblablement différents, et les AG n-3 n’agiraient que sur cette
dernieére.

Plus précisément, deux types d’événements vasculaires peuvent déclencher une fibrillation
ventriculaire. Le premier type est lischémie (manque d’approvisionnement en oxygeéne des cardio-
myocytes), décrite plus haut dans le paragraphe « Accident cardio-vasculaire », le second étant
l'occlusion-reperfusion (occlusion temporaire d’'un vaisseau puis dégagement du caillot qui obstrue le
flot sanguin et rétablissement de la circulation). Les AG n-3 ont montré un effet protecteur contre ces
deux types de fibrillations ventriculaires [47, 48, 285, 324, 330-332], tandis que les acides gras n-6
ont montré une légére protection contre la fibrillation induite par I'ischémie [48, 285, 331], mais pas
contre celle induite par ’occlusion-reperfusion [47, 330, 332].

IV. 8) Accident cardio-vasculaire

Il y a actuellement dans la communauté scientifique un consensus sur ’action positive des LCPUFA n-
3 contre le décés cardio-vasculaire, en particulier contre la mort subite induite par lischémie
(infarctus fatal) [19, 69, 112, 166, 167, 209, 265, 314, 431, 464, 467, 513]. Il n’y aurait, par contre,
pas d’effet sur linfarctus non fatal [166, 523, 524]. Ceci plaide en faveur de I’hypothése développée
dans le paragraphe précédent, selon laquelle les AG n-3 agiraient sur ’arythmie induite par lischémie.
Dans ce cas, c’est I'issue fatale de l'infarctus qui est évitée, et non l'apparition de l'infarctus lui-méme.

Le tableau B-III récapitule les risques relatifs calculés dans plusieurs études ayant mesuré 'impact de
la consommation d’EPA et de DHA sur la survenue d’accidents cardio-vasculaires. Ces valeurs
représentent la différence d’accidents observée dans un groupe consommateur d’AG n-3 par rapport a
un groupe contréle (risque ramené a 1). Une valeur inférieure a 1 montre une diminution du risque
d’accident, tandis qu’une valeur supérieure & 1 montre un risque accru.
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Tableau B-III : Risque relatif d’accidents cardio-vasculaires dans les études ayant observé ’effet de la consommation
d’acides gras n-3 a longue chaine (en supplémentation ou par apport alimentaire).

Abréviation : Accident CV : accidents cardio-vasculaires totaux.
Symbole : * : estimation de la consommation de n-3 par rapport a la consommation de poisson.

LCPUFA n-3
Etude . " End point Risque relatif

(g/jour)
) Accident CV 0,70

GISSI[166, 167, 314] 0,86 g/j
Infarctus fatal 0,65
Singh et al. [464] 1,8 g/j Accident CV 0,70
. ) Accident CV 0,62

Daviglus et al. [112] >0,33 g/j *

Infarctus fatal 0,56
Siscovick et al. [467] 0,2g/j* Infarctus fatal 0,50
Hu et al. [209] 0,67 g/j * Accident CV 0,68
Rodriguez et al. [431] >0,4 g/j * Accident CV 0,50
Kromhout et al. [265] 0,35 g/j * Accident CV 0,46
) Accident CV 0,80

Albert et al. [18, 19] 03¢g/j*
Infarctus fatal 0,47
Yuan et al. [534] >0,2 g/j * Accident CV 0,43
Kromhout et al. [266] 0,23 g/j * Accident CV 0,51

Ces résultats montrent que de faibles doses d’acides gras n-3 conférent une protection contre les
accidents cardio-vasculaires, en particulier contre l'infarctus fatal.

La figure B-18 de la page suivante présente l’évolution du risque relatif de mort subite induite par
I'ischémie en fonction de la dose de LCPUFA n-3 ingérée.

<003 0,04-0,13 0,14-0,31 >0,32 >1  gn-3/

Figure B-18 : Risque relatif de mort subite, ajusté pour les facteurs de risque des maladies cardio-vasculaires, en

fonction de la consommation journaliere de LCPUFA n-3 (environ 10° person-years) [d’aprés 19, 467].

Symbole : * : significativement différent de la référence (risque = 1).

L’effet dose ne semble pas linéaire, comme le montre la figure B-18. En effet, la diminution du risque
relatif tend a stagner quand la dose journaliere d’AG n-3 est fortement augmentée. Ceci est
particulierement visible dans ’étude de Albert et al. (1998) [19] (barres roses), ou le risque relatif des
trois derniers quintiles de consommation d’AG n-3 n’évolue pas.

La méme observation peut étre faite & propos des accidents cardio-vasculaires fatals totaux (figure B-
19).
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Figure B-19 : Risque relatif d’accident cardio-vasculaire fatal, ajusté pour les facteurs de risque classiques, en

fonction de la consommation journaliére de LCPUFA n-3 (environ 1,2.10° person-years) [d’aprés 112, 209, 265].

Symbole : * : significativement différent de la référence (risque = 1).

Les données illustrées dans la figure B-19 montrent qu’augmenter la dose d’AG n-3 de 0 a 0,3-0,4 g/j
permet de diminuer le risque de 40 a 60%, tandis que ’augmenter de 0,3-0,4 & 0,6 g/j ne fait gagner
que 15% supplémentaires [112, 209, 263].

Sachant qu'une dose de 0,3-0,4 g/j correspond environ a 1,5-2 repas de poisson gras par semaine [5,
71, 85, 130, 170, 215, 313, 429, 454, 475, 530], il parait important de commencer par renforcer les
messages visant a faire augmenter la consommation de poissons gras avant de soumettre les patients
a risque a une médication systématique.

Réaliser des études comme celles-ci est une tache difficile, comme toutes les études d’intervention
nutritionnelle. En effet :

i) En dehors de quelques cas particuliers, les régimes alimentaires d'une population sont hétérogeénes.
Ils sont évalués a 'aide de questionnaires, parfois complétés par des entretiens avec des diététiciennes
ou des médecins, ce qui induit un biais indéniable par rapport a une évaluation objective des prises
alimentaires ;

ii) Le régime alimentaire des personnes incluses dans 1’étude peut varier avec le temps, en particulier
dans les études longues (plusieurs années) ;

iij) Les questionnaires sont rarement assez détaillés. Souvent les enquétes n’indiquent que la
fréquence de consommation de poisson, alors que le parameétre principal devrait étre la quantité de
LCPUFA n-3, puisque tous les poissons ne sont pas équivalents (en taux de lipides d'une part, en
concentration en AG n-3 d’autre part). Un moyen de pallier a ceci est la mesure de parameétres
biologiques de biodisponibilité, mais les études les incluant sont rares ;

iv) Le reste du régime peut grandement influencer le résultat d’'une étude, que ce soit au niveau de la
consommation d’AG n-6, d’antioxydants, de fibres, ou encore de SFA.

Malgré ces difficultés, qui peuvent permettre d’expliquer la disparité des résultats de certaines études
cliniques, la communauté scientifique soutient tout de méme le consensus selon lequel les LCPUFA n-
3 ont des effets bénéfiques dans la prévention des accidents cardio-vasculaires fatals.

IV. 9) Le role particulier du précurseur

Deux écoles existent a I’heure actuelle dans la communauté scientifique concernant l’effet des AG n-3
sur le systéme cardio-vasculaire. Certains auteurs font la promotion de I’ALA, le précurseur de la
famille, présent dans les huiles végétales, tandis que les autres revendiquent au contraire un effet
supérieur des dérivés a longue chaine, EPA et DHA, apportés par les huiles de poissons et crustacés.
La partie précédente montre toutefois que I'EPA et le DHA semblent plus efficaces que le précurseur
sur tous les facteurs de risque et mécanismes étudiés.

La UK food standard agency a publié en 2002 un rapport intitulé « Alpha-linolenic acid workshop
report» [443]. Leur conclusion est que peu d’effets comparables a ceux de 'EPA et du DHA ont été
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démontrés pour ’ALA, et que dans ces quelques cas les doses (10, 15, voire 20 g/j !) sont bien au-dela
des recommandations nutritionnelles (2 g/j en France, [287]).

Les études les plus souvent citées pour illustrer l’effet de ’ALA sur les accidents cardio-vasculaires
sont les études de de Lorgeril et al. (1999) [117] et de Singh et al. (1992 et 2002) [463, 465]. Dans la
premiére les auteurs ont montré une diminution spectaculaire des accidents cardiaques dans le
groupe d’intervention (margarine au colza). Cependant, il est nécessaire de préciser que le groupe test
mangeait un régime de type méditerranéen en plus de la supplémentation. Il parait donc ambitieux de
conclure que les bénéfices observés aient été entiérement dus a I’ALA. De la méme maniére, les études
indiennes ont étudié la consommation d’ALA en plus du passage a un régime type méditerranéen.

Une autre étude d’intervention a comparé leffet de ’ALA contre celui de I'EPA et du DHA [519]. Le
premier a montré une baisse des TAGp, mais également une baisse du HDL-cholestérol, alors que les
LCPUFA n-3 ont entrainé une diminution des TAGp, mais une augmentation du HDL-cholestérol et un
changement de taille des particules de LDL-cholestérol (diminution des particules petites et denses,
considérées comme étant les plus athérogeénes).

Concernant les études d’observation, les résultats sont divergents. En effet, autant les auteurs de la
Nurses’ Health Study voient une diminution du risque d’infarctus fatal dans le groupe qui consomme
le plus d’ALA [210], autant les auteurs de la Zutphen Study (une partie de I’étude des 7 Pays) ne
trouvent pas d’association entre consommation du précurseur et risque d’accident cardio-vasculaire
[376].

Une méta-analyse publiée en 2006 [511] a étudié I'impact de I’ALA sur plusieurs facteurs de risque des
maladies cardio-vasculaires. Cet article montre une faible diminution du taux de fibrinogéne
plasmatique, mais aucun autre changement (TAGp sanguins, HDL- ou LDL-cholestérol, pression
artérielle). Leur conclusion est que la supplémentation en ALA ne peut pas, a elle seule, étre
recommandée dans la prévention des maladies cardio-vasculaires.

Rappelons enfin que la conversion de I’ALA en EPA et DHA dans l'organisme humain n’est pas efficace,
et qu’elle a été estimée a moins de 10% pour ’EPA [66-68, 333], et a moins de 5% pour le DHA [57, 67,
68, 102].

Au regard de toutes ces informations, deux remarques ressortent concernant la formulation dun
corps gras a visée préventive contre les pathologies cardio-vasculaires :

i) la supplémentation en EPA et DHA parait inévitable ;

ii) le précurseur doit également étre apporté, du fait du déficit dans les apports de la population
francaise, et de I'importance du ratio n-6/n-3, mais ce n’est pas cet acide gras qui assurera les effets
physiologiques recherchés.
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OXYDATION ET ANTIOXYDANTS

Aprés avoir présenté dans la premiére partie du manuscrit les lipides alimentaires et leur impact sur
le métabolisme des lipides et les pathologies associées, cette deuxiéme partie aborde le théme de la
protection des corps gras. Dans ce premier chapitre, c’est 'oxydation et les antioxydants qui sont
présentés, le chapitre suivant traite de la microencapsulation, et enfin le dernier chapitre présente la
technologie des liposomes.

La peroxydation lipidique est un phénoméne général, qui se produit dés l'introduction d’oxygéne dans
un milieu lipidique. Tous les lipides contenant des acides gras insaturés sont concernés, que ce soit
dans des produits alimentaires ou in vivo (membranes cellulaires, lipoprotéines...).

In vitro, 'oxydation des lipides dans les aliments pose de sérieux problémes pour l'industrie
alimentaire, qui utilise des acides gras de plus en plus insaturés (familles n-6 et n-3). L’oxydation des
lipides alimentaires entraine des altérations qualitatives (rancissement), nutritionnelles (perte d’acides
gras essentiels, de vitamines), voire méme une toxicité due aux produits issus de ces réactions
(peroxydes, aldéhydes...) [15, 98, 395].

In vivo, la peroxydation lipidique est un phénoméne également trés important, comme expliqué dans le
chapitre « Pathologies liées au métabolisme des lipides ». En effet, les LDL oxydées, comme détaillé
précédemment, conduisent au développement des plaques d’athérome dans les parois vasculaires. De
plus, l'oxydation des acides gras des membranes cellulaires altére leur fonctionnalité, modifiant leur
perméabilité, leur fluidité, ’activité de leurs enzymes et récepteurs [98]. Enfin, de nombreuses autres
pathologies ont été associées a la peroxydation des lipides. Cest le cas des maladies
neurodégénératives (Alzheimer, Parkinson), du diabéte, des cancers, des maladies inflammatoires, du
vieillissement... [98].

Dans ce chapitre sont présentés les mécanismes de l'oxydation des lipides, ainsi que les différents
types d’antioxydants et leur mode d’action, que ce soit in vitro ou in vivo.

I/ Mécanisme général de I’oxydation

Trois types d’oxydation peuvent étre observés, selon les conditions et la composition de la matrice
alimentaire : peroxydation due a l'oxygéne triplet (ou autoxydation), peroxydation due a l'oxygéne
singulet, et oxydation enzymatique [15, 98, 395]. Ici ne seront présentées que les oxydations dues a
loxygéne, puisque ce sont elles qui concernent le type de produit alimentaire choisi.

La peroxydation est une réaction directe de 'oxygéne moléculaire avec des composés organiques. Dans
le cas des acides gras insaturés, l'oxygéne se fixe sur les doubles liaisons pour donner des
hydroperoxydes [98, 395].

L’oxygéne moléculaire est une espéce chimique avec deux électrons non appariés a 1’état fondamental,
dit état triplet (302). L’oxydation directe des acides gras insaturés par 302 nécessite une étape
d’initiation par des radicaux libres, pour permettre la fixation de l'oxygéne sur les acides gras.
L’oxygene peut également exister sous une forme beaucoup plus réactive, correspondant a 1’état exciteé,
appelé oxygeéne singulet (102) [98, 395]. A la différence de l'oxygéne triplet, l'oxygéne singulet se fixe
directement sur les doubles liaisons pour former des hydroperoxydes. L'oxygéne singulet est produit
lors d’une réaction avec une molécule photosensible, sous l’excitation de photons [395].

On distingue trois étapes dans le mécanisme de 'oxydation des lipides :

< L’initiation, qui a partir d’acides gras insaturés conduit a la formation de radicaux libres ou
de peroxydes lipidiques. Cette réaction, qui a une énergie d’activation élevée, est favorisée non
seulement par des températures élevées mais surtout par la lumiére et par les traces de certains
métaux. Lorsque la teneur en peroxydes s’accroit, on observe l'initiation dite secondaire qui résulte
essentiellement de la décomposition des peroxydes en radicaux peroxy (figures B-20 et B-21) [15, 395].
Dans le cas de la peroxydation par l'oxygeéne triplet, I'’étape d’initiation peut s’effectuer sous
I'impulsion de la chaleur, ou de traces de métaux de transition. Dans le cas de la peroxydation par
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loxygéne singulet, cette étape fait intervenir un photosensibilisateur, qui passe a l’état excité sous
l’effet des photons, et excite a son tour 'oxygéne [494].

< La propagation, qui est une réaction en chaine lors de laquelle les radicaux peroxy captent
un hydrogéne d’un autre lipide insaturé pour redevenir des peroxydes (l’autre lipide devenant a son
tour radicalaire). L’énergie d’activation de cette réaction est trés faible (figures B-20 et B-21) [15, 395].

< La terminaison, au cours de laquelle les radicaux libres s’associent pour donner des

composés non radicalaires treés divers [15, 395].

Les figures B-20 et B-21 présentent le mécanisme général de 'oxydation, dans le premier cas induite
par l'oxygéne triplet, et dans le second, induite par l'oxygéne singulet.

Initiation Acide gras
ROO- insaturé
RH = He+R- = Ry — —~ RH
Acide gras
insaturé 0., Propagation
ROOH
/ T Rt o
Terminaison
Composés
secondaires
S, N
/—;."niatils (aldéhydes, cétones, Non volatils (acides oxydés,
hydrocarbures, acides...) oxydiméres...)

Figure B-20 : Mécanisme de la peroxydation induite par 'oxygéne triplet [d’aprés 395].

Abréviations : RH : acide gras insaturé, Re : radical alkyl, ROOs : radical peroxy, ROOH : hydroperoxyde.

lumigre
sens w sens-. "0,
Q. Acide gras
'\ ROO-~ insaturé
RH =~ ROOH RH
Acide gras /
insaturé Propagation
RCOH
/ ~ R
Terminaison
Composeés
secondaires
— —-j\&-— -
" Volatils (aldéhydes, cétones, Non volatils (acides oxydés,\\
hydrocarbures, acides...) oxydiméres...)

Figure B-21 : Mécanisme de la peroxydation induite par l'oxygéne sinqulet [d’aprés 395, 494].

Abréviations : sens : photosensibilisateur, sense : photosensibilisateur radicalaire, RH : acide gras insaturé, Re:
radical alkyl, ROO- : radical peroxy, ROOH : hydroperoxyde.

Les PUFA sont d’autant plus oxydables qu’ils possédent de nombreuses doubles liaisons. Pour une
méme longueur de chaine carbonée, si la vitesse d’oxydation du monoinsaturé est fixée a 1, celle du
di-insaturé sera de 10, et celle du tri-insaturé de 200 [395]. De méme, les deux types de peroxydations
ne sont pas équivalents en ce qui concerne la vitesse de la réaction. En effet, la peroxydation induite
par l'oxygéne singulet est en général 1000 fois plus rapide que 'autoxydation [494].

Les réactions d’oxydation donnent naissance a de nombreux composés. Les composés primaires sont
les hydroperoxydes formés lors de linitiation et de la propagation de la réaction, et les composés
secondaires sont des produits de dégradation des hydroperoxydes [15, 98, 395]. Ce sont des molécules
volatiles, généralement issues du clivage de la double liaison adjacente au groupement peroxy des
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hydroperoxydes [395]. En premier lieu, il convient de citer les aldéhydes et cétones de faible poids
moléculaire, qui sont responsables de la dégradation organoleptique du produit, car trés volatils [15].
Cette odeur typique, de « rance » ou « d’oxydé », est la premiére altération qui se manifeste dans un
corps gras. Certains de ces composés volatils (hexanal, 2-decenal, ...) sont percus a des concentrations
trés faibles, de l'ordre du microgramme par kilo (ppb, 10-9) [15].

A titre d’exemple, le tableau B-IV présente les seuils de perception de quelques composés volatils
produits lors de l'oxydation des lipides.

Tableau B-1IV : Seuil de perception de quelques composés volatils secondaires de l'oxydation des lipides [d’aprés 388].

Composé volatil Seuil de perception (ppb)
Hexanal 60
Z-4-heptenal 0,5
E,Z-2,4-decadienal 100
1-penten-3-one 3

L’oxydation des lipides entraine également des pertes d’activité vitaminique, de couleur ou d’aréme, et
enfin la dégradation oxydative des acides gras essentiels provoque une diminution de la valeur
nutritive des produits alimentaires oxydés [15, 98].

II/ Evaluation de ’oxydation

Différentes méthodes permettent d’évaluer 'oxydation dun produit alimentaire. La plupart sont des
mesures « instantanées », qui donnent une information sur I’état du produit au jour de l'analyse. C’est
le cas par exemple de la mesure de l'indice de peroxyde (IP), de l'indice de para-anisidine (IpA), de
Iindice Totox, ou encore du taux de substances réagissant a l’acide thiobarbiturique (TBARs).
Néanmoins, il existe également des méthodes de vieillissement accéléré, qui donnent une estimation
du comportement du produit lors de son vieillissement, ou de la résistance du produit a 'oxydation.
Plusieurs protocoles existent, parmi lesquels la méthode Rancimat, qui est décrite dans le paragraphe

11.2) [387].

II. 1) Meéthodes instantanées

1) Indice de peroxyde

Les hydroperoxydes sont les premiers composés formés lors de l'oxydation des lipides, ensuite
dégradés en produits secondaires volatils. LTP permet de mesurer la concentration des
hydroperoxydes, c’est donc un critére trés utile pour apprécier les premiéres étapes d'une détérioration
oxydative [387].

Par définition, TP est le nombre de microgrammes d’oxygeéne actif du peroxyde contenu dans 1 g de
corps gras et susceptible d’oxyder liodure de potassium avec libération d’iode [234, 387]. L’iode libéré
est dosé par thiosulfate de sodium, ’empois d’amidon étant utilisé comme indicateur coloré. Cet indice
est exprimé en milliéquivalents d’oxygéne actif par gramme de corps gras a partir de la valeur
massique obtenue par le dosage selon ’équation suivante [387] :

IP:%*IPm

Avec IP : indice de peroxyde (mEq/g)

IPm : indice de peroxyde (ug/g)

La détermination de I'IP est un moyen fiable pour prédire la détérioration des qualités organoleptiques

d’un corps gras, puisqu’elle permet de doser les précurseurs des composés volatils, en particulier au

cours du stockage a température modérée. En effet, lors d’'un chauffage, 'oxydation des lipides est

accélérée, et les hydroperoxydes sont dégradés en composés secondaires trés rapidement. Il est donc
trés difficile de les doser dans ce cas.

LTP ne permet pas dé¢valuer le passé oxydatif d'une huile, puisque cette grandeur atteint un
maximum au cours de l'oxydation pour diminuer par la suite, quand les peroxydes produits au cours
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de la propagation de l'oxydation sont dégradés en composés secondaires [395]. Une huile ayant une
valeur d’IP faible peut ainsi étre soit trés peu oxydée, soit déja trés oxydée.

2) Indice de para-anisidine

LIpA permet la détermination des composés aldéhydiques insaturés, qui font partie des produits
secondaires de l'oxydation des lipides [234, 387].

Le principe de cette méthode est basé sur la réaction, en solution acétique, entre les aldéhydes
présents dans l’échantillon et la para-anisidine pour former un complexe coloré jaune dont
I’absorbance est mesurée a 350 nm [387].

La classe des aldéhydes est l'une des plus importantes sur le plan sensoriel. L'IpA permet donc
d’évaluer, de manieére relativement fiable, le rancissement dun corps gras. Cependant, d’autres
constituants que les aldéhydes participent a la flaveur du produit, et ne réagissent pas a ce test,
comme les cétones [387].

Au contraire de I'IP, I'IpA permet d’évaluer le passé oxydatif d'une huile, puisque les aldéhydes ne sont
pas dégradés au cours du vieillissement du produit.

3) Indice Totox

La valeur de I'IpA est souvent associée a celle de I'IP pour donner la valeur Totox (total oxidative value),
qui est calculée selon ’équation suivante [387] :

Totox =2*IP+ IpA

Avec IP : indice de peroxyde (mEq/ kg)
IpA : indice de para-anisidine (absorbance)

La valeur Totox a 'avantage de combiner le passé oxydatif de l’huile (IpA) et sa potentialité & donner
des produits secondaires d’oxydation (IP). La figure B-22 illustre cette combinaison.

Indice
d'oxydation

- -

Initiation | Oxydation | Terminaison Temps

Figure B-22 : Illustration de l’évolution des trois grandeurs permettant d’évaluer Uoxydation d’un corps gras [d’aprés

234, 387].

Abréviations : Totox : indice total d’oxydation des lipides, IpA : indice de para-anisidine, IP : indice de peroxyde.

Tandis que I'IP diminue au fur et a mesure de la dégradation des hydroperoxydes, 'IpA augmente,
suite a la production de composés secondaires d’oxydation (aldéhydes). L’indice Totox permet donc de
prendre en compte ces deux informations.

4) Taux de TBARs

Certains produits d’oxydation des lipides réagissent avec l’acide thiobarbiturique (TBA) en formant un
pigment rouge dont un des maximums d’absorbance est situé a 532nm. C’est le cas en particulier du
malonaldialdéhyde, qui est formé lors de 'oxydation des PUFA [387].

Ces substances réagissant au TBA (TABRs) sont dosées en mesurant 'augmentation de ’absorbance a
532 nm lors de la réaction d’l mg de corps gras dans 1 mL de butanol contenant une quantité précise
de TBA [387].
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Cependant, si cette méthode est répandue, un de ces inconvénients majeurs est la méconnaissance de
I'ensemble des molécules qui réagissent avec le TBA. En effet, des protéines oxydées, ou certains
glucides simples, sont soupconnés de donner une réponse positive au TBA. Néanmoins, la mesure du
taux de TBARs est particulierement adaptée aux corps gras possédant des chaines grasses au moins
tri-insaturées. Elle est donc intéressante pour déterminer l'oxydation des LCPUFA contenus dans les
lipides circulants d'un organisme [387].

II. 2) Meéthodes accélérées

Les méthodes de vieillissement accéléré permettent, a la différence des dosages présentés ci-dessus,
d’évaluer la susceptibilité a 'oxydation d'un produit au cours de sa durée de vie, et ce dés le jour de la
fabrication.

Parmi les différentes méthodes qui existent, test Sylvester, test a ’étuve ou encore test de Swift, le
protocole Rancimat est un des plus répandus [387]. Il consiste en un appareillage dans lequel un
courant d’air barbote dans un échantillon de corps gras. Cet air qui a servi a 'oxydation du corps gras
est récupéré et injecté dans de l'eau distillée. Les composés issus de l'oxydation des lipides du corps
gras provoquent une modification de la conductivité de ’eau, qui peut étre corrélée a 1’état d’oxydation
du produit.

Ce test permet donc d’é¢valuer le temps nécessaire pour que le produit atteigne un certain état de
dégradation oxydative, dans des conditions proches du stockage dun corps gras, puisque la
température de I’échantillon est maitrisée.

III/ Les antioxydants dans les produits alimentaires

Les procédés de fabrication utilisés dans lindustrie agroalimentaire ne permettent pas toujours
d’isoler le produit de l'oxygéne, de la lumiére ou de traces métalliques. Il est donc souvent nécessaire
d’ajouter un antioxydant dans la formule, en particulier dans le cas de produits a forte teneur en
lipides. Les antioxydants n’empéchent pas l'oxydation, mais la ralentissent, en allongeant la période
d’induction et en augmentant ainsi la durée de vie des produits [180].

Apreés avoir présenté les mécanismes de la réaction de peroxydation lipidique, ainsi que différentes
méthodes d’¢valuation de la qualité dun produit, cette troisieme partie présente les classes
d’antioxydants, leurs modes d’action, ainsi que des exemples de molécules dans chaque classe (les
antioxydants pouvant avoir plusieurs modes d’action différents, il est possible qu'un composé soit cité
dans plusieurs catégories). Les composés utilisés dans cette étude seront illustrés par leur formule
topologique.

III. 1) Différents types d’antioxydants

Les antioxydants peuvent avoir des modes d’action différents selon 1’étape de 'oxydation a laquelle ils
agissent. En effet, ils peuvent intervenir durant la propagation, en donnant un hydrogéne aux
radicaux lipidiques, a l'initiation de l'autoxydation en piégeant les métaux de transition ou l'oxygéne
triplet lui-méme, ou encore a linitiation de la peroxydation induite par l'oxygéne singulet en
désactivant cette espéce réactive.

1) Antiradicalaires

Les antioxydants antiradicalaires stabilisent les radicaux libres générés pendant l’oxydation des
lipides, et permettent ainsi de limiter la propagation de la réaction. Ce sont soit des donneurs
d’hydrogene, soit des composés qui fixent le radical peroxy.

Dans le premier cas, dont font partie les amines et les phénols, I'antioxydant (A) stabilise le radical
peroxy en cédant un atome d’hydrogeéne, devenant lui-méme un radical libre [395] :

ROOe + AH - ROOH + Ae

Dans le second cas, la réaction de propagation est arrétée car 'antioxydant (B) fixe le peroxy [395]. Le
caroténe est un antioxydant antiradicalaire de ce type :

ROOe+ + B > ROOB-

Leur effet s’arréte quand il n’y a plus d’antioxydant susceptible de stabiliser un radical libre, a moins
qu’un régénérateur ne soit inclus dans la formulation du produit. Ce régénérateur permet de stabiliser
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lantioxydant, qui peut ainsi a nouveau stabiliser un radical (ex. : régénération des tocophérols par
l’acide ascorbique).

Les composés suivants sont des antioxydants de type antiradicalaire : BHA (butylhydroxyanisol), BHT
(butylhydroxytoluéne), gallates, tocophérols, flavonoides, vanilline, carnosol et acide carnosique du
romarin, palmitate d’ascorbyle, acides ascorbique, malique, tartrique, citrique et phosphorique [98,
395, 399].

Dans le cas des produits type corps gras, le principal composé antiradicalaire utilisé est la vitamine E.
Les figures B-23 et B-24 illustrent la structure générale des deux types de formes de ce composé, les
tocophérols et les tocotriénols.

HO
CH, CH, CH,

(o]
R> CH, CH,
R;3

Figure B-23 : Formule topologique des tocophérols [d’aprés 368].

Légende : Ri1, Rz et Rz : groupements qui différent entre les quatre tocophérols.

Ry
HO
CH, CH,  CH,

o] CH
Rz CH, E
R3

Figure B-24 : Formule topologique des tocotriénols [d’aprés 368, 447].

Légende : Ri, Rz et Rs : groupements qui différent entre les quatre tocotriénols.

Selon les groupements Ri, Rz et Rs du cycle benzénique, on distingue I'a-, le -, le y- et le 6-tocophérol.
L’a-tocophérol comprend trois groupements meéthyles, le [B-tocophérol deux méthyles placés en
position para (Ri1 et R3), le y-tocophérol deux méthyles placés en ortho (Rz2 et R3) , et le 6-tocophérol, un
seul méthyle en Rs. Les tocotriénols sont les équivalents des tocophérols dans lesquels la chaine
carbonée latérale est insaturée.

L’activité antioxydante relative des différentes formes de la vitamine E est la suivante [368] :

y-tocophérol > §-tocophérol >>> B-tocophérol > a-tocophérol > tocotriénols.

Les deux formes les plus actives contre 'oxydation des lipides dans un produit sont donc les y- et &-
tocophérols.

2) Chélateurs de métaux de transition

Les chélateurs de métaux de transition comme le fer et le cuivre peuvent retarder linitiation de
loxydation. Ces antioxydants forment des complexes avec les métaux, inhibant le cycle rédox du
métal, et donc son action sur les lipides insaturés [98]. Dans les produits alimentaires, les
antioxydants de ce type sont de petites molécules, comme les acides phosphorique, citrique (figure B-
25), succinique, ascorbique, phytique, ou encore le calcium disodium EDTA (éthyléne-diamine-tétra-
acétate de calcium disodium) [98, 399]. Les flavonoides sont également de bons antioxydants puisque
ce sont des chélateurs du fer [399].
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Figure B-25 : Formule topologique de Uacide citrique.

L’acide citrique peut étre utilisé dans les corps gras comme antioxydant hydrosoluble, pour piéger les
traces métalliques présentes dans l’eau des produits.

3) Piégeurs d’oxygeéne triplet

Ces antioxydants, dont font partie ’acide ascorbique (figure B-26), le palmitate d’ascorbyle, ou encore
les sulfites, agissent en piégeant I'oxygeéne triplet [98].

Le palmitate d’ascorbyle est un ester liposoluble d’acide ascorbique, ce qui permet de 'incorporer dans
la phase lipidique des formulations qui contiennent des tocophérols, optimisant ainsi leur
régénération [293].

HO Q

HO OH

HO

Figure B-26 : Formule topologique de ’acide ascorbique.

4) Désactivateur d’oxygeéne singulet

Ces composés peuvent agir en désactivant physiquement l'oxygéne singulet, par exemple en le
piégeant par stabilisation électronique dans un cycle aromatique (caroténe, xanthophylle) [368]. Ainsi
I’énergie d’excitation de 'oxygeéne est éliminée, sans changement chimique [98].

Parmi les molécules agissant selon ce mode, les caroténoides sont les plus actifs. Le lycopéne est le
plus réactif, étant six fois plus rapide que le B-caroténe pour transformer un oxygéne singulet en
oxygeéne aréactif [98]. Les tocophérols et ’acide ascorbique sont beaucoup moins rapides, cependant
leur grande concentration dans les produits alimentaires rend leur action non négligeable vis-a-vis de
la protection contre 'oxydation [399].

III. 2) Synergie entre les antioxydants

La présence concomitante d’antioxydants différents dans un produit peut permettre une réaction de
synergie entre les composés. En effet, un antioxydant de type antiradicalaire peut étre régénéré par un
autre, ce qui permet d’allonger la durée de son action dans le produit.

Quelques exemples :

v' lacide ascorbique est un désactivateur d’oxygéne singulet, un piégeur d’oxygéne triplet, un
chélateur de métaux et un antiradicalaire. Cette derniére action permet de régénérer les
tocophérols en fournissant un hydrogéne a un radical tocophéryl [98] ;

v les acides citrique, tartrique, malique et phosphorique sont des chélateurs de métaux et également
des antiradicalaires, qui peuvent donc régénérer les tocophérols [395] ;

v les flavonoides tels que les anthocyanines, les catéchines, les flavonols, les flavones, les
isoflavones et les proanthocyanidines sont chélateurs de métaux et donneurs d’hydrogéne [98].
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IV/ La protection de I’organisme contre I’oxydation

L’oxydation des lipides est un phénomeéne qui se produit également dans l'organisme. Si les radicaux
libres peuvent étre générés par divers agents extérieurs tels que les radiations ionisantes ou les
polluants de l'environnement, ils sont également produits dans l'organisme [361]. Ces composés
interviennent dans des mécanismes physiologiques telles que la production de prostaglandines, la
régulation de la pression artérielle ou la transduction du signal régulant ’'expression de certains génes
[361]. Parmi les espéces oxydantes réactives rencontrées dans l'organisme figurent 'oxygéne singulet,
le peroxyde d’hydrogéne (H202), I’anion radicalaire superoxyde (O27), l'oxyde nitrique (NO*) ou encore le
radical hydroxyle (HOe) [361].

Le systéeme de défense de l'organisme contre l'oxydation des lipides est assuré par deux voies
différentes. Premiérement, par les antioxydants apportés par l'alimentation, qui protégent les lipides
par les mémes mécanismes que ceux décrits précédemment. Deuxiémement, par des enzymes
spécifiques, qui permettent de réduire les molécules pro-oxydantes ou les radicaux créés au cours de
loxydation.

Parmi les antioxydants apportés par l’alimentation figurent par exemple la vitamine E, la vitamine C,
les composés phénoliques, ou encore les protéines liant les métaux [359]. L’activité vitaminique E de
lorganisme comprend l’activité antioxydante des différents tocophérols et tocotriénols, comme décrit
dans le cas des produits alimentaires. Elle est exprimée en «équivalents a-tocophérol » (a-TE).
Cependant, il a été démontré que l’efficacité relative des différentes formes de la vitamine E est
inversée par rapport a ce qui est observé dans un produit [180]. En effet, dans 1'organisme l'ordre
d’efficacité est le suivant [447, 480] :

a-tocophérol > B-tocophérol > a-tocotriénol > y-tocophérol > B-tocotriénol > &-tocophérol > y- et 6-
tocotriénols.

Plusieurs systémes enzymatiques catalysent la conversion des molécules pro-oxydantes dans
lorganisme. Ce sont les superoxydes dismutases (a cuivre-zinc ou a manganese), la catalase (a fer) ou
les glutathion peroxydases (& sélénium) [359]. La présence des oligo-éléments dans le centre actif des
enzymes est indispensable a leur fonctionnement. N’étant pas synthétisés dans l'organisme, ces
composés doivent étre apportés par lalimentation [361]. Ces enzymes agissent, par exemple, en
convertissant les ions superoxydes en H202, en dégradant ’'H202 en eau et oxygéne, ou encore en
réduisant I’H202 et les hydroperoxydes [359].
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LA MICROENCAPSULATION

L’utilisation d’huile de poisson dans un produit alimentaire souléve plusieurs problémes. Tout d’abord
au niveau de l'altération des qualités organoleptiques du corps gras, du fait de l'odeur de ’huile, et au
niveau de la stabilité, ce type de matiére premiére étant trés sensible a l'oxydation. Le chapitre
précédent a décrit les réactions d’oxydation des lipides, et les différents types d’antioxydants que le
formulateur peut ajouter au produit alimentaire pour le protéger. Cependant, cette alternative peut ne
pas étre suffisante dans le cas d’'une supplémentation importante en huile de poisson, et c’est
pourquoi ce chapitre et le suivant décrivent d’autres méthodes pour protéger cette matiére premiére,
comme la microencapsulation et la fabrication de liposomes.

La microencapsulation permet d’enrober des gouttelettes microscopiques d’huile dans un matériau de
type polymeére digestible (amidon, alginate...). Il en résulte une poudre qui peut étre dispersée dans
une phase liquide. De cette facon l'huile est mieux protégée de l'oxydation, et les composés volatils
indésirables responsables de l'odeur de poisson sont retenus dans les particules. Cette approche
semble d’autant plus pertinente qu'une étude a montré que la biodisponibilité de ’huile de poisson est
équivalente, qu’elle soit apportée sous forme libre ou encapsulée [S05].

La microencapsulation produit des particules de taille comprise entre 1 um et 1 mm. La structure peut
étre de deux types : capsule ou sphére. Dans le cas des microcapsules, une membrane de matériau
entoure un cceur de matiére active (l’huile de poisson), tandis que dans le cas des microsphéres la
matieére active est dispersée dans une matrice de matériau, comme l'eau dans une éponge. La
libération du contenu se fait grace a un événement déclenchant pour les microcapsules que ce soit un
choc thermique, mécanique ou de pH, et par un phénoméne de diffusion pour les microsphéres.

Ce chapitre présente différentes méthodes d’encapsulation et leurs contraintes, puis un panorama des
matériaux utilisables, interprétés par rapport a leur pertinence dans le cadre du projet de thése. Avant
cela, un premier paragraphe présente le « cahier des charges » de la microencapsulation dans le cadre
du projet de thése, contraintes qui permettent de critiquer les méthodes et matériaux cités dans la
suite du chapitre.

I/ Le cahier des charges des particules

I. 1) Température et pH

Des particules contenant de ’huile de poisson destinées a étre incorporées dans un corps gras doivent
étre capables de résister a différentes contraintes physico-chimiques. En effet, que ce soit au cours du
procédé de fabrication, ou pendant la vie du produit chez le consommateur, elles subiront des
variations de température et de pH.

La difficulté liée a l'utilisation de particules dans un produit de ce type est le maintien de la structure.
Il est évident que si 'huile de poisson est libérée dans la margarine au cours de la fabrication ou du
stockage, le gott du produit risque d’en étre affecté. De méme, au cours de ’absorption du produit, il
semble important que les particules ne cédent pas dans l’estomac, car il a souvent été constaté des
renvois désagréables a odeur de poisson en cas d’utilisation de gélules d’huile (qui libérent leur
contenu a ce niveau).

Le point sensible concernant la température est principalement la pasteurisation a 86-88°C. Le reste
du procédé de fabrication de la margarine ne dépasse pas cette température, et chez le consommateur
la barquette est susceptible de passer au maximum d’un réfrigérateur a 4°C a une terrasse en été a
30-35°C, puisque le produit ne sera pas utilisé en cuisson.

Le pH de la phase aqueuse du produit est situé aux alentours de 4,4. Cependant, l'utilisation en
tartine suggere la possibilité de voir la margarine recouverte de confiture, produit souvent acide. Par
ailleurs, la mastication a lieu a pH physiologique, donc plus proche de 7,4, tandis que la phase de
digestion gastrique peut engendrer des pH trés acides, de l'ordre de 3, voire 2. Ainsi les capsules
doivent conserver leur intégrité dans une grande plage de pH.
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I. 2) Contraintes mécaniques et enzymatiques

Le procédé de fabrication de la margarine inclut des étapes de malaxage poussé dans des échangeurs
a surface raclée. Une poudre d’huile de poisson ajoutée au produit doit donc pouvoir résister aux
forces de cisaillement développées dans ces étapes.

Au cours de la digestion, différentes enzymes interviennent avant méme que le bol alimentaire
n’atteigne lintestin gréle. Ce sont notamment les amylases salivaires et les lipases salivaires et
gastriques. Ceci est important & prendre en compte, car si le matériau d’enrobage des particules est
dégradé par ces enzymes, ’huile sera libérée trop tot.

I. 3) Taille des particules et solubilité

La margarine est une émulsion de type eau dans huile. La distribution de taille des gouttelettes d’eau
dans une formulation proche de celle recherchée dans le projet (ex. St Hubert Oméga3) se répartit
comme suit : 80% d’entre elles ont un diamétre inférieur a 10 um, 50% inférieur a 5 um, et 20%
inférieur a 2 um. La taille moyenne est située aux alentours de 5 um.

La taille des particules produites par différentes techniques est présentée sur le graphique B-27.

Darrétre (Um)
600
500
400
m,
200
100
o B

Figure B-27 : Diamétre moyen des particules produites par différentes techniques d’encapsulation [d’aprés 156].

Symboles : vert : diamétre moyen des particules compris entre 10 et 100 um, jaune : diamétre moyen compris entre
100 et 250 um, orange : diamétre moyen compris entre 250 et 500 um, rouge : diamétre moyen supérieur a 500 um.

Aucune technique ne permet de produire des particules de diameétre inférieur a la taille moyenne des
gouttelettes d’eau présentes dans le corps gras. Il sera donc nécessaire de disperser la poudre dans la
partie lipidique du produit et non dans la phase aqueuse. Ceci implique que le matériau d’enrobage
des capsules ne soit pas soluble dans l’huile, car, dans ce cas, le contenu serait libéré dés la
fabrication du produit.

De plus, il apparait clairement sur ce graphique que des particules produites par certaines techniques
risquent d’étre négatives au niveau de la texture du produit, car de diamétre trop grand. En effet, plus
les particules sont petites, moins elles risquent d’engendrer une texture « sableuse ».

II/ Les techniques de microencapsulation

Les différentes méthodes de microencapsulation peuvent étre classées en deux grands groupes, les
procédés physico-chimiques et les procédés mécaniques. L’étape commune a toutes ces techniques est
une dispersion de la matiére active dans une solution de matériau enrobant, donc une émulsion, qui
peut étre multiple.
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Cette présentation de techniques d’encapsulation n’est pas exhaustive, cependant ces mécanismes
sont les plus couramment employés a 1’échelle industrielle en agroalimentaire, cosmétique ou
pharmacie.

Dans cette premiére partie, quelques définitions sont précisées avant la description des différentes
techniques et matériaux.

II. 1) Définitions

1) Capacité d’encapsulation

La capacité d’encapsulation représente le rapport entre la masse de substance active incorporée dans
les particules et la masse finale de poudre obtenue [156]. Cette notion est trés importante dans le
cadre d’un projet alimentaire, car si la capacité d’encapsulation de la technique choisie est trop faible,
la quantité de poudre a ajouter dans le produit pour apporter la dose voulue de substance active sera
trop importante.

2) Taille des particules

Différents parameétres affectent la taille des particules produites par encapsulation, comme par
exemple la concentration en polymeére ou l'ajout d’additifs spécifiques. En effet, l'utilisation d’un
émulsifiant au cours du procédé d’encapsulation permet de diminuer la taille des gouttelettes dans
I’émulsion, et donc la taille des particules produites. De méme, augmenter la vitesse d’agitation
pendant la création de ’émulsion permet également de diminuer la granulométrie de la poudre [156].
Une granulométrie fine peut étre recherchée dans le but de limiter I'impact des particules sur la
texture finale du produit.

Néanmoins, les particules de petite taille montrent généralement une libération plus rapide de la
substance active [212]. De plus, de petites particules signifient une efficacité d’encapsulation limitée.
Au vu de ces considérations, il semble nécessaire de faire un compromis entre les différentes exigences
d’un projet.

3) Burst release

Le « burst release » est une libération rapide de la substance active observée au début de ’hydratation
de la poudre dans certains cas d’encapsulation [212]. Ce phénomeéne peut s’expliquer par une
présence de matiére active a l'extérieur des particules (adhésion a la surface du matériau enrobant),
ou encore par une structure trop poreuse dans le cas de microsphéres, ce qui provoque une libération
rapide de la substance active se trouvant prés de la surface de la particule [212].

Cette libération rapide est influencée par la nature de la substance encapsulée. Ainsi, une petite
molécule pourra plus facilement migrer dans le polymeére et diffuser hors de la particule, tandis qu'une
substance hydrophobe n’aura pas tendance a sortir de la particule lors de la dispersion de la poudre
en milieu aqueux [212].

4) Double coating

Le « double coating » est réalisé par addition d’'une couche externe autour d’une particule finie, ce qui
permet de limiter la libération et ’effet de « burst release » [156, 258].

Exemple : couche de chitosane autour de billes d’alginates, couche de cellulose autour de particules
de chitosane...

Dans la suite de ce chapitre, une particule formée d'un matériau encapsulant X, recouverte par une
couche de matériau Y sera désignée comme suit : X // Y. A l'inverse, le mélange de deux matériaux X’
et Y’ préalablement a I'encapsulation sera noté X’ + Y.

II. 2) Procédés physico-chimiques

Dans cette premiére catégorie de techniques de microencapsulation sont classées les méthodes
d’évaporation de solvant, de gélification, de gélification interne, de coacervation (simple ou complexe)
et de polymérisation interfaciale.

1) Emulsion - Evaporation de solvant

Cette technique repose sur 1’évaporation de la phase centrale d'une émulsion multiple. Un polymere
hydrophobe est solubilisé dans un solvant organique, solution dans laquelle est ensuite dispersée la
substance active. Cette phase organique est finalement dispersée dans une phase aqueuse, formant
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une émulsion actif/solvant/eau. Le solvant s’évapore sous agitation, laissant le polymeére encapsuler
la substance active [163, 304, 364, 422, 459, 522, 526].

Dans le cas d’un matériau d’enrobage hydrophile, le solvant organique est remplacé par de ’eau ou de
I’éthanol, et la phase aqueuse extérieure par une phase lipidique [425].

2) Emulsion - Gélification

Cette technique, qui a plusieurs déclinaisons, implique dans un premier temps la formation dune
émulsion actif/encapsulant, puis la gélification du matériau d’enrobage autour des gouttelettes
dispersées de substance d’intérét.

a) Emulsion - Gélification thermique

Dans ce cas, la substance active est dispersée dans un polymére fondu, et le tout est ensuite dispersé
dans une phase différente, chauffée a une température supérieure au point de fusion du polymeére. La
polymérisation a lieu quand I’émulsion est refroidie [425]. L'exemple type de cette réaction est la prise
en masse de la gélatine quand on la refroidit.

b) Emulsion - Gélification ionique

La substance active est dispersée dans un polymere solubilisé, qui gélifie par ajout d'un agent ionique
(exemple : le chlorure de calcium pour l’alginate, ou le triphosphate pour le chitosane). La formation
d’interactions ioniques entre les chaines de polymeére et le réactif permet le maintien d’'une structure
qui entoure et enrobe la matiére active [70, 253, 296, 336, 425, 520].

c) Emulsion multiple — Gélification interne

Cette variante de I’émulsion—gélification ionique implique la réalisation d’une émulsion multiple (huile
dans eau, le tout dans huile, ou l'inverse). La gélification a lieu dans la phase centrale par ajout d'un
agent ionique [86, 396, 424].

L’avantage de cette technique est un meilleur contréle de la taille des particules produites, car c’est
dans ce cas la finesse de '’émulsion de polymeére qui détermine la taille des microgranules. Dans le cas
de I'’émulsion—gélification simple, ce paramétre est di a la qualité de la dispersion de la substance
active dans la solution de polymeére, cependant I’épaisseur de la couche de polymeére peut étre trés
aléatoire.

3) Emulsion - Coacervation

La coacervation est une réaction entre deux chaines de polymeére qui repose sur des interactions
ioniques [425]. Par analogie avec ’émulsion—gélification, c’est une deuxiéme molécule de polymeére qui
assure le role de l'agent ionique dans la réaction. Dans le cas de la coacervation simple, deux
molécules d'un méme matériau interagissent, tandis que, dans la coacervation complexe, ce sont deux
polymeéres différents.

a) Emulsion - Coacervation simple

La substance active a encapsuler est dispersée dans une solution aqueuse de polymeére. La
coacervation génére des agglomérats qui se placent a l'interface des gouttelettes de phase dispersée,
puis forment une couche continue.

ooo "0 "0 'S RN (o] (o)

Figure B-28 : Représentation schématique du principe de la technique de coacervation simple.

L’exemple illustré dans cette figure est celui de la gélatine, dont la coacervation est induite par ajout de sulfate de
sodium. Un film de gélatine se forme ainsi autour des gouttelettes de substance active, préalablement dispersées
dans une solution de gélatine liquide.
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Dans le cas d’'un matériau hydrophile, la dispersion est effectuée dans un milieu aqueux. Par exemple,
la gélatine est solubilisée dans de ’eau, et la coacervation est induite par ajout de sulfate de sodium
[425]. De méme, un polymeére hydrophobe comme l’éthylcellulose sera dispersé dans un solvant
organique, la coacervation étant ensuite provoquée par abaissement de la température.

b) Emulsion - Coacervation complexe

Cette technique repose sur le méme principe que la coacervation simple, mais deux polyméres sont
impliqués. L’attraction électrostatique des deux polymeéres provoque ’apparition d'un coacervat mixte,
sous forme d’un agglomérat, quand le pH atteint la valeur a laquelle les charges des deux composés
s’équilibrent [44, 82, 83, 425|. Les gouttelettes de coacervat recouvrent et entourent ensuite la
substance active dispersée [38, 211, 228, 232, 278, 317, 348, 421, 471].

L’enrobage peut étre consolidé par réticulation des molécules du coacervat, c’est-a-dire par ajout d'un
agent, chimique par exemple (glutaraldéhyde), qui provoque la formation de liaisons covalentes entre
les chaines de polymeére [425].

4) Emulsion - Polymérisation interfaciale

Cette technique repose sur la polymérisation du matériau enrobant a la surface des gouttelettes de
matiére active [425]. Cest donc dans une solution de monomeéres qu’est dispersée la substance
d’intérét, et le polymeére se crée a linterface, comme illustré dans la figure B-29.a (exemple :
monomeres d’isocyanates qui forment une membrane de polyurée).
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Figure B-29 : Représentation schématique du principe de la technique de polycondensation interfaciale.

a) Formation d’un polymére homogéne, b) Formation d’un copolymére : le monomere A dissous dans la phase
dispersée interagit avec le monomére B dissous dans la phase continue pour former un copolymére a linterface des
gouttelettes.

Deux monomeres différents peuvent étre utilisés, I'un hydrosoluble, ’autre liposoluble, dans deux
phases différentes (figure B-29.b). Dans 'une des deux se trouve également la substance active. Une
émulsion est créée, et la polymérisation a lieu a l'interface des deux phases (exemple : chlorure d’acide
et diamines, qui forment une membrane de polyamide).

II. 3) Procédés mécaniques

Dans ce deuxiéme groupe sont retrouvées les techniques de nébulisation-séchage, d’extrusion—
gélification, de lyophilisation, d’enrobage en lit fluidisé et d’extrusion-sphéronisation.

1) Dispersion — Nébulisation - Séchage (spray-drying)

La nébulisation-séchage est un procédé continu en une seule étape permettant de transformer une
formulation liquide en une poudre solide (figure B-30) [425]. La phase liquide peut étre une solution
de matiére active et de polymére, une dispersion de particules solides de matiére active dans une
solution de polymeére, ou encore une émulsion de matiére active dans une solution de polymeére.
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Figure B-30 : Représentation schématique de la technique de spray-drying.

La phase liquide est nébulisée pour former un aérosol, qui est séché par contact avec un flux d’air ou
d’azote chaud dans une tour de séchage [133, 147, 201-203, 255, 373, 380, 385, 451, 508].

2) Extrusion - Gélification de gouttes

La matiére active est solubilisée ou dispersée dans une solution de matériau encapsulant. Des gouttes
de ce mélange sont ensuite formées par extrusion et tombent dans un milieu qui induit la gélification
du polymeére (figure B-31), qu’elle soit ionique ou thermique [21, 37, 87, 126, 150, 214, 259, 456, 474].
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Figure B-31 : Représentation schématique de la technique d’extrusion—gélification de goutte.

La substance active est dispersée dans une solution de polymeére liquide. Cette émulsion est extrudée dans un bain de
gélification, ce qui induit la formation d’un film de polymere autour des gouttelettes de substance active.

Quelques exemples : alginate dans une solution de CaClz, chitosane dans une solution alcaline, ou
encore agar a 80°C dans une solution a 30°C.

3) Emulsion - Lyophilisation (freeze-drying)

Pour encapsuler une matiére active par la technique de lyophilisation, une émulsion substance
d’intérét/solution de polymeére est tout d’abord réalisée. Celle-ci est ensuite congelée, puis les agrégats
obtenus sont broyés en une poudre de la finesse voulue [194, 195]. La lyophilisation consiste en un
séchage de la poudre par sublimation de ’eau congelée, ce qui est obtenu par chauffage sous vide de
la poudre congelée [172, 425].

4) Enrobage en lit fluidisé (spray-coating)

Cette technique ne concerne que des particules de matiére active solide, qui sont réparties en une
couche trés fine sur laquelle I’enrobant est pulvérisé. (figure B-32).
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Figure B-32 : Représentation schématique du principe de la technique d’évaporation de solvant.

Une solution de polymeére dissous dans un solvant est pulvérisée a la surface de particules de matiére active.
L’évaporation du solvant conduit a la formation d’un film de polymeére enrobant les particules d’intérét.

Aprés pulvérisation du matériau encapsulant, une étape de chauffage permet de faire évaporer le
solvant, qui forme une couche a la surface des particules d’intérét [149, 425].

5) Extrusion - Sphéronisation

Cette technique consiste a coextruder un mélange fondu de poudre de polymeére thermoélastique et de
matiére active (qui doit étre solide). En sortie d’appareillage, le filet enrobé produit est découpé en
cylindres par un microtome. Ces structures sont enfin érodées mécaniquement pour leur donner une
forme sphérique [425].

II. 4) Inconvénients des différentes techniques présentées

Deux inconvénients majeurs sont rencontrés dans la plupart des techniques présentées qui sont,
d'une part, 'utilisation de solvants organiques, et d’autre part, des traitements thermiques poussés.
L’emploi de solvants ne peut pas étre envisagé dans le cadre du présent projet, a finalité alimentaire,
car il ne pourra étre garanti qu’aucune trace résiduelle de solvant ne subsiste dans la poudre obtenue,
donc finalement dans le produit consommeé.

Dans le cas de l’encapsulation d’huile de poisson, un chauffage important est également indésirable
car ce parameétre accélére les réactions d’oxydation. Il est donc nécessaire de limiter au maximum la
température du procédé.

De ce fait, les techniques d’évaporation de solvant, de gélification ionique, interne, de coacervation et
d’extrusion—gélification sont a proscrire, du fait de l'utilisation de solvants organiques dans le cas de la
mise en ceuvre de polymeéres insolubles dans 'eau. Dans le cas de matériaux solubles dans l'eau, la
technique d’évaporation du solvant aqueux nécessite un chauffage important pendant plusieurs
heures, de méme que la méthode de gélification thermique.

D’autres difficultés conduisent a proscrire l’emploi des autres techniques. La polymérisation
interfaciale, par exemple, n’est pas envisageable, car les matériaux utilisés ne sont pas considérés
comme « alimentaires ». De plus, cette technique nécessite souvent l'utilisation de solvants organiques.
L’extrusion—-sphéronisation et I’enrobage en lit fluidisé ne s’adressent qu’a des matiéres actives solides,
elles ne sont donc pas adaptées dans le cas de l’encapsulation d’huile de poisson. En effet, congeler
I’huile de poisson pour obtenir une matiére solide nécessite de descendre trés bas en température du
fait de la nature trés insaturée de l’huile, ce qui est incompatible avec la température a laquelle un
polymeére doit étre chauffé pour fondre et étre pulvérisé.

La lyophilisation est un procédé encore trés couteux, donc difficile & mettre en place en industrie.
Enfin, ’extrusion est également problématique, puisqu’elle est en général destinée a n’étre utilisée qu’a
I’échelle laboratoire, ne produisant qu’une particule a la fois, de grande taille qui plus est (quelques
centaines de um, voire quelques mm).

La technique la plus utilisée aujourd’hui a I’échelle industrielle est la nébulisation-séchage. Deux
précautions sont cependant a prendre en compte dans le cas d’encapsulation d’huile de poisson.
Premiérement, il est nécessaire de réduire au minimum la température de séchage de 1’aérosol, pour
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éviter de déclencher l'oxydation des acides gras sensibles. Et deuxiémement, il est indispensable
d’utiliser de l'azote plutot que de l’'air atmosphérique, dans le méme but. C’est cette technique qui
semble tout de méme la plus adaptée a la production d’'une poudre alimentaire d’huile de poisson a
I’échelle industrielle, au vu des verrous associés aux autres techniques présentées.

III/ Les matériaux utilisés

Ce paragraphe présente une analyse critique des différents polymeéres cités dans les publications
scientifiques. Plus de quarante associations de polyméres relevées dans la littérature ont été classées
en groupes, selon leur pertinence par rapport aux contraintes identifiées dans le cahier des charges du
projet.

III. 1) Matériaux envisageables dans le cadre de ce projet

Certains polymeéres paraissent trés simples d’emploi et ont déja été utilisés pour l'encapsulation
d’huile : les maltodextrines [133, 385, 508] et la gomme arabique [385, 508]. Ces deux polymeéres sont
des polysaccharides : les maltodextrines sont des produits de dégradation de l'amidon, tandis que la
gomme arabique contient principalement des glucides simples comme le galactose et 'arabinose [508].
La fabrication de telles microparticules semble simple a réaliser par nébulisation-séchage, en
n’utilisant que de I’eau comme solvant.

Citons en anecdote la gomme de mesquite, polysaccharide issu de la mesquite (Prosopis juliflora), une
plante exotique d’Inde [385]. Bien que des microparticules contenant de l’huile ait été produites par
nébulisation-séchage avec ce composé, il semble trop peu répandu et disponible pour étre employé de
maniére industrielle.

Deux autres matériaux semblent intéressants: l’acétophtalate de cellulose et le phtalate
d’hydroxypropylméthylcellulose, utilisés en pharmacie pour protéger des principes actifs de l'acidité de
l'estomac. Des particules peuvent étre produites avec ces matériaux par la technique de nébulisation-
séchage [147, 258, 304, 317, 364, 380, 459]. De plus, ces dérivés de la cellulose semblent adaptés au
projet car ils sont insolubles dans l’'eau a pH acide (inférieur a 5) et solubles au-dessus. Cela signifie
que les microparticules peuvent étre produites en créant une émulsion huile de poisson dans eau (pH
7, le matériau est soluble) puis en nébulisant cette solution. Cependant, il n’a été reporté que
I’encapsulation de substances actives hydrosolubles dans ces matériaux.

Quatre associations de polymeéres peuvent également étre envisagées, maltodextrines + méthylcellulose
[255], caséinate + lactose [194, 195], alginate + amidon [86] et acétophtalate de cellulose + saccharose
[317]. Des particules enrobées par ces mélanges de composés se comportent conformément au cahier
des charges, cependant aucune publication ne mentionne une possibilité de production par
nébulisation-séchage dans le cas des trois derniéres associations.

Plusieurs réserves peuvent étre émises vis-a-vis de tous ces composés. Tout d’abord, le statut
alimentaire qui est incertain dans la plupart des cas, comme pour tous les dérivés de la cellulose, ou
la gomme Mesquite. Ensuite, les publications scientifiques ne mentionnent pas toujours la possibilité
de produire ces particules par nébulisation-séchage, ni d’y encapsuler une huile. Enfin, la nécessité de
créer une émulsion dans l'eau est un point critique, le contact entre 1’eau et ’huile de poisson étant
susceptible d’accélérer 'oxydation des lipides, et donc de générer des composés volatils indésirables.

IIl. 2) Matériaux non envisageables dans le cadre de ce projet

Les composés cités dans ce paragraphe ne respectent pas le cahier des charges de ce projet. Les
raisons peuvent étre soit une difficulté dans le procédé de fabrication des particules, soit un probléme
de législation.

1) Probleme dans le procédé de fabrication

L’éthylcellulose a un comportement intéressant, et permet d’encapsuler des huiles par nébulisation-
séchage [522, 526]. Cependant, ce polymeére est insoluble dans l’eau, impliquant l'utilisation de
solvants organiques, ce qui n’est pas envisageable en technologie alimentaire du fait du risque de
résidus dans l’aliment final.
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D’autre part, I’association caséinate + glucides [203] pourrait également étre envisagée, cependant des
microparticules d’huile de poisson formées avec cette formulation ont été décrites comme ayant une
forte odeur de poisson [203]. C’est également le cas de l’association gélatine + gomme arabique, liées
de maniére covalente par addition d’acide ascorbique, dans laquelle une oxydation poussée d’huile de
poisson a été décrite [278].

2) Probleme de législation

Plusieurs associations ne sont pas envisageables dans le cadre de ce projet du fait de contraintes
législatives.

En effet, le chitosane [9, 21, 44, 70, 163, 253], et toutes les particules faisant intervenir cette molécule
ne pourront étre utilisées dans un produit alimentaire car un avis du Conseil supérieur d’hygiéne
publique de France (CSHPF) du 14 avril 1998 stipule que « Le CSHPF émet un avis défavorable a
l'emploi de chitosane, fibre extraite de la carapace des crevettes et des crabes en alimentation
humaine » [103]. C’est donc également le cas des formulations suivantes : chitosane + gélatine [421],
pectine + alginate // chitosane [126, 302], pectine + chitosane [149, 302], alginate // chitosane [214,
259, 296, 424, 456], chitosane // éthylcellulose [422, 451], chitosane // cellulose acétate butyrate
[422], chitosane // cellulose acétate propionate [422] et pectine amidée // chitosane [348]. De méme,
les associations alginate // oligochitosane [37] et carraghénanes + oligochitosane [38, 258] ne sont
pas envisageables, car l’'oligochitosane est un produit de dégradation du chitosane.

D’autre part, méme dans le cas d’une autorisation future de la part du CSHPF, d’autres problémes se
posent concernant ces associations. Le chitosane est difficile a disperser dans l'eau, son utilisation
risque donc d’étre plus problématique que celle d’autres polymeéres [9, 44|. D’autre part,
I’éthylcellulose n’est soluble, comme cité dans le paragraphe précédent, que dans des solvants
organiques, interdisant son utilisation en association avec le chitosane [522, 526].

Dernier point, une publication démontre la production de microparticules d’huile enrobées dans des
polysaccharides de soja [S08]. Cependant la démarche de restriction des allergénes dans 'usine limite
l'utilisation de matiéres premiéres issues du soja. De plus, la méfiance des consommateurs a 1’égard
des végétaux pouvant étre issus d’organismes génétiquement modifiés constitue une raison
supplémentaire de rejeter cette formulation.

IV/ Discussion sur ces technologies

La recherche bibliographique a permis de mettre en évidence les contraintes associées a l'utilisation de
la microencapsulation dans le cadre d'un projet a but alimentaire.

En effet, l'utilisation de solvants organiques et de matériaux non alimentaires est le principal frein a
I’emploi de cette technologie, le statut alimentaire des dérivés de la cellulose comme l’acétophtalate de
cellulose, le phtalate d’hydroxypropylméthylcellulose ou encore la méthylcellulose étant incertain. Les
contraintes de process comme le besoin de températures modérées et de surpression d’azote pour
prévenir 'oxydation de I’huile de poisson sont autant de difficultés supplémentaires.

Enfin, la microencapsulation donne en général naissance a des particules de plusieurs centaines de
um de diameétre, ce qui est problématique dans un corps gras, puisque la texture d’un produit de ce
type doit rester homogéne et fondante. La présence de microcapsules lors de la post-cristallisation
risque en effet de constituer des germes de cristallisation, et de provoquer la formation de cristaux
grossiers, aboutissant a un défaut de texture.

Une autre technologie envisageable au vu de ces inconvénients est l'utilisation de liposomes. En effet,
I’'emploi de phospholipides permet de s’affranchir du risque de non-alimentarité des matériaux, et la
production de vésicules souples et de taille plus petite permet de limiter le risque de dégradation de la
texture en bouche. C’est I'objet du chapitre suivant.
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LES LIPOSOMES

Le chapitre précédent montre que, méme si la microencapsulation est une technique répandue de
protection de substances actives, de nombreuses contraintes ne permettent pas de l'envisager dans la
présente étude. Une autre forme de protection d'une phase liquide dans une matrice liquide est la voie
des liposomes.

Dans les années 1900, le bactériologiste allemand Paul Ehrlich prédit que des médicaments agissant
comme des « cartouches magiques » seraient inventés, capables de viser et de détruire des tissus
malades sans toucher aux tissus sains [529]. Malheureusement, ce concept resta pendant longtemps
dans les réves d’Ehrlich, jusqu’a ces derniéres années ou les avancées meédicales ont permis la
réalisation de telles « cartouches » : des molécules actives incorporées dans des « capsules » lipidiques.

Les prémices des liposomes apparaissent dans les années 60, quand Alec D. Bangham découvre que le
mélange de phospholipides (PL) et d’eau donne naissance a de microscopiques bulles [33, 529]. Ces
gouttelettes, appelées liposomes, consistent en une bicouche phospholipidique délimitant un
compartiment interne hydrophile [33]. Presque immeédiatement, les liposomes sont apparus
prometteurs comme vecteurs de principes actifs grace a trois caractéristiques :

i) ils peuvent transporter des molécules hydrophiles dans leur compartiment central, aussi bien que
des molécules hydrophobes dans I’épaisseur de la bicouche ;

ii) les PL qui forment la bicouche des liposomes entrent également dans la composition des
membranes cellulaires, ce qui laisse présager leur innocuité dans 'organisme ;

iii) et enfin il parait possible de concevoir les liposomes de maniére a ce qu'’ils s’accumulent dans des
tissus spécifiques, ou les molécules actives encapsulées seraient libérées.

Ces caractéristiques font des liposomes une voie envisageable pour répondre a la problématique de la
theése, et ce chapitre présente la structure et la fabrication de ces particules imaginées par Ehrlich il y
a maintenant plus d’un siécle.

I/ Structure des liposomes

I. 1) Organisation spatiale des solutions aqueuses de phospholipides

Les PL sont utilisés dans les produits alimentaires comme émulsifiants, puisqu’en se placant a
Iinterface d'une émulsion ils sont capables de diminuer la tension superficielle, et ainsi de stabiliser
un mélange de phases non miscibles [397]. La figure B-33 montre l'organisation de deux types
d’émulsions stabilisées par des PL, la partie polaire en contact avec la phase aqueuse, et la partie
apolaire en contact avec la phase grasse.

a) b)

Figure B-33 : Représentation schématique de deux types d’émulsions stabilisées par des phospholipides.

a) Emulsion type huile dans eau (micelle), b) Emulsion type eau dans huile (micelle inverse).

Dans le premier cas (figure B-33.a), dénommé « émulsion huile dans eau » (mayonnaise, vinaigrette),
I’émulsifiant se place de maniére a ce que la téte polaire soit tournée vers la phase continue et les
queues hydrophobes vers la phase dispersée. La structure formée par le PL dans ce cas est appelée
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micelle [397]. Dans le second cas (figure B-33.b), émulsion dite « eau dans huile » (margarine),
I’émulsifiant présente ses tétes hydrophiles vers l'intérieur des gouttelettes, et ses parties hydrophobes
vers l'extérieur. Cette structure est une micelle inverse.

Ces organisations ne sont rencontrées que dans des émulsions, c’est-a-dire si les deux compartiments
sont de polarité différente. Dans le cas ot des phases de méme nature doivent étre séparées, les PL
présentent une orientation de type bicouche, ou les molécules sont placées téte-béche, présentant de
part et d’autre les parties de méme polarité [45, 282, 310]. La figure B-34 illustre ce propos.
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Figure B-34 : Représentation d’une bicouche phospholipidique dans un milieu aqueux [d’aprés 538].

L’épaisseur d’une bicouche dépend de la structure des acides gras portés par les PL, cependant elle ne
dépasse pas 10 nm [310].

Dans la nature, le role principal des PL est la formation des cellules. En effet, les membranes
cellulaires sont des bicouches phospholipidiques. Bien qu’elles contiennent également du cholestérol
libre, des protéines, des canaux, des récepteurs, des glycoprotéines, ou encore des polysaccharides,
les PL en sont les principaux constituants. Ils permettent de délimiter un compartiment interne
aqueux, le cytoplasme, du milieu extérieur, également hydrophile.

Figure B-35 : Représentation d’un liposome, coupé en une demi-sphére [d’aprés 538].

Un liposome présente la méme organisation générale qu’une cellule, c’est-a-dire un compartiment
interne hydrophile séparé d'un milieu externe également hydrophile par une membrane constituée
d'une bicouche phospholipidique. Elle peut-étre stabilisée par incorporation de cholestérol libre ou
d’a-tocophérol [45].

La figure B-35 propose une représentation schématique d’un liposome. Un liposome peut également
posséder plusieurs bicouches concentriques, délimitant autant de compartiments internes aqueux.

Les liposomes sont ainsi classés en fonction de leur taille et du nombre de bicouches les constituant.
On distingue les vésicules multilamellaires (MLV, multilamellar vesicle), les unilamellaires de petite
taille (SUV, small unilamellar vesicle), les unilamellaires de grande taille (LUV, large unilamellar
vesicle), et les unilamellaires géants (GUV, giant unilamellar vesicle). Si les MLV ont un diameétre
supérieur a 200 nm, les SUV sont inférieurs a 200 nm, les LUV sont compris entre 200 et 1000 nm, et
les GUV ont un diametre supérieur a 1000 nm [310].

I. 2) Propriétés physiques des phospholipides

Comme introduit précédemment, les PL sont essentiellement utilisés en solution aqueuse, et il est
donc important de présenter leur comportement par rapport a ce solvant. Les diagrammes de phase
des mélanges PL — eau sont rarement parfaitement connus, ceci étant da a leur grande complexité. La
figure B-36 présente le diagramme de phase d’'un mélange phosphatidylcholine - eau.
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Figure B-36 : Diagramme de phase d’un mélange binaire phosphatidylcholine — eau.

Abscisse : pourcentage d’eau dans le mélange phospholipide — eau ; Ordonnée : température du mélange.

Abréviations : C : phase cristalline ; Ha : phase hexagonale de micelles inverses ; La et Lg : phases liquides cristallines
lamellaires ; Qa : phase cubique de micelles ; R. : phase rhomboédrique [468].

Pour un pourcentage donné d’eau dans le mélange, le PL passe d'un état solide a un état lamellaire
fluide (aussi appelé liquide cristallin) par une transition de premier ordre [372]. La température de
cette transition est déterminée par la température de fusion des acides gras estérifiés sur le squelette
glycérol du PL [310].

En dessous de la température de transition des PL, les vésicules sont considérées comme solides,
méme si I’état macroscopique correspond plus a un gel, et sont liquides au-dessus. La fabrication des
liposomes ne peut se faire qu’en phase non solide, et plus précisément en phase lamellaire [45].

En effet, comme le montre la figure B-37 ci-dessous, c’est a ce stade lamellaire que les bicouches
peuvent s’hydrater, ce qui occasionne dans un premier temps un gonflement (a), puis le décollement

des bicouches supérieures (b), et enfin la formation d’un liposome multilamellaire par détachement
des bicouches (c).

a) -
A

G R AN

Figure B-37 : Comportement de couches de phosphatidylcholine en présence d’eau.

Différentes phases : a) gonflement par augmentation de la concentration en eau entre les bicouches, b) décollement

des bicouches supérieures, c) détachement des bicouches et formation d’un liposome multilamellaire [d’aprés 33, 45,
310].
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Différents PL peuvent entrer dans la formulation des membranes de liposomes, que ce soit des
composés purifiés ou des lécithines extraites a partir de différentes sources : soja, colza, ceuf ou méme
huile de poisson (Marinosomes® : liposomes réalisés avec de la lécithine marine [347]).

II/ Procédés de fabrication

La fabrication des liposomes implique une phase d’évaporation du solvant organique dans lequel sont
dissous les PL, puis une phase de suspension du film de PL dans un milieu aqueux [33, 45]. Cette
opération doit se dérouler dans des conditions de températures dépendant de la nature des PL choisis,
puisque les liposomes ne se forment qu’a une température supérieure a leur transition de phase.
Agiter le milieu permet souvent d’améliorer les résultats [282, 310].

Cette partie décrit différents modes opératoires de fabrication de liposomes, classés en fonction de la
structure des vésicules obtenues.

II. 1) Préparation de MLV

Différentes techniques permettent d’obtenir des MLV, qui seront, par la suite, transformées en SUV ou
LUV selon l’application et les besoins du projet. En effet, les MLV sont généralement caractérisées par
une distribution de taille trés grande, et un traitement physique doit leur étre appliqué pour les
transformer en vésicules de plus petite taille, de répartition plus homogéne, et délimitées par une
seule membrane.

Parmi les techniques de production de MLV peuvent étre citées I’hydratation d’un film lipidique sec,
I’hydratation de lipides dans un solvant, la méthode des cycles de congélation — décongélation ou
encore la microfluidisation.

< Hydratation d’un film lipidique sec
Les PL sont dissous dans un solvant organique, cette solution étant ensuite placée dans un
évaporateur rotatif. Cet appareillage permet I’évaporation du solvant, ce qui laisse un film lipidique sec
sur les parois du flacon, constitué de bicouches phospholipidiques superposées. La solution aqueuse a
encapsuler est ensuite ajoutée dans le flacon sous agitation. Le milieu aqueux conduit le film a
gonfler, a se décoller, et enfin & se détacher (figure B-37) [33, 45, 281, 282, 452].

< Hydratation de lipides dans un solvant organique

Cette méthode consiste a préparer un mélange équivolumique d'une solution lipidique d’é¢ther de
pétrole (ou de diéthyléther) contenant des PL, et de la solution aqueuse a emprisonner. Les deux
phases sont agitées fortement par vortex ou par sonication, pendant qu'un flux d’azote est insufflé
dans le mélange. Tandis que le solvant organique est évaporé par le gaz porteur, des MLV sont formées
dans la phase aqueuse [310].

< Cycles congélation — décongélation
Des MLV peuvent étre obtenues par des cycles de congélation—décongélation d’une solution aqueuse
contenant des PL. Aprés 5 cycles la distance entre les bicouches des MLV est grandement augmentée,
permettant ainsi d’optimiser le volume d’encapsulation. Cette méthode se distingue par le fait qu’elle
ne nécessite pas de solvant organique [45, 328].

< Microfluidisation
La méthode du microfluidiseur consiste a pomper une suspension de lipides dans une solution
aqueuse, et a forcer son passage dans des filtres étroits, puis des microtunnels qui se rencontrent a
angles droits. La haute pression générée par la pompe impose une grande vitesse au liquide, ce qui
provoque des chocs a haut transfert d’énergie. Une population de liposomes de petit diametre et de
distribution homogéne peut étre obtenue en multipliant le nombre de recyclages de la solution dans
lappareil [310].

II. 2) Préparation de SUV

Classiquement, les MLV peuvent étre soumises a des ultrasons, a une homogénéisation haute
pression, a ’extrusion a travers une filiére ou a la méthode d’injection de solvant pour obtenir des SUV
[45, 310].
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< Sonication

La méthode la plus répandue pour obtenir des SUV & partir de MLV est la sonication [45]. En effet,
I'induction d'une haute énergie casse les bicouches en petits fragments. Quand les ultrasons sont
stoppés, les fragments se réorganisent spontanément en SUV. Deux types d’appareillage existent, le
sonicateur a bain, dans lequel une solution aqueuse de liposomes est dispersée dans le bain d’eau de
la machine, ou la sonde a ultrasons, qui peut étre introduite directement dans un flacon de MLV. Si le
premier nécessite un temps long et génére un résultat qualitativement moyen, le second peut
provoquer des ruptures de membrane, une montée en température et une dégradation générale des
liposomes [495].

Un autre inconvénient de la sonication est la dégradation des composés d’intérét. En effet, il a été
démontré que la sonication dégradait plus de 90% de l’a-tocophérol intégré dans la membrane
liposomale [45]. Dans le cas de l'utilisation de cette technique, il peut donc étre nécessaire d’inclure
des agents protecteurs dans la solution d’incubation des liposomes, comme du BHT ou de l’acide
ascorbique [43].

< Homogénéisation haute pression

L’utilisation d’'un homogénéisateur haute pression permet également d’obtenir des SUV a partir d’une
solution de MLV. La température doit étre supérieure a la transition de phase des liposomes pour
permettre le réarrangement des membranes, et ainsi former des vésicules unilamellaires de petite
taille [36].

< Extrusion

Cette méthode permet d’obtenir des SUV a partir de MLV, et ce, dans des conditions douces. Elle
consiste a forcer le passage d’une solution de MLV a travers une filiéere. De multiples passages sont
nécessaires pour arriver a une population homogeéne en taille. Néanmoins, cette méthode est simple,
non destructrice et reproductible, et la taille finale des SUV peut étre choisie en fonction des
conditions de température et de pression, et selon le diameétre de la filiere [45, 205, 327].

< Injection de solvant

Dans cette technique, une solution de lipides dissous dans un solvant miscible a l’eau (exemple :
éthanol) est injectée dans un bain de solution aqueuse a ’aide d’une fine aiguille, ce qui provoque la
formation de vésicules unilamellaires. Une autre approche peut étre l'utilisation d'un solvant non-
miscible a ’eau, tel que le diéthyléther. Le principe est le méme, a la différence prés que la pression est
réduite de maniére a aider ’évaporation du solvant. Cette derniére méthode donne lieu a des vésicules
avec une plus grande capacité d’encapsulation, et I’élimination de 1’éther est plus facile que celle de
I’éthanol [45]. Néanmoins, la présence de ce solvant organique proscrit 1'utilisation de cette méthode
dans le cadre du présent projet de produit alimentaire.

II. 3) Préparation de LUV

De la méme manieére, les MLV peuvent étre soumises a ’extrusion a travers des filtres, a la dialyse de
détergent, a la méthode de dispersion—-évaporation, a la double dispersion—-évaporation, ou a des cycles
de déshydration-réhydratation pour obtenir des LUV [45].

< Extrusion

Selon le méme principe que la méthode d’extrusion pour transformer des MLV en SUV, l'extrusion a
travers des filtres permet d’obtenir des LUV a partir de MLV. Deux types de filtres existent, en
polycarbonate ou en céramique [45].

Quand une suspension de MLV est forcée a passer a travers le filtre, les liposomes de diamétre
supérieur a ceux des pores se cassent, et se reforment en vésicules unilamellaires en aval [347, 355,
452]. L’'inconvénient majeur de l'utilisation des filtres en polycarbonate est le risque de colmatage des
pores, du fait de la présence de constituants hydrophiles et hydrophobes dans la formulation des
liposomes, en particulier lorsqu’elle comprend du cholestérol.

L’emploi de filtres en céramique asymétriques permet de passer outre cet inconvénient, en particulier
en filtrant la suspension de MLV, alternativement dans le sens de rétrécissement des pores, puis dans
lautre sens. Ceci permet non seulement d’éviter le colmatage du filtre, mais aussi de recycler la
suspension, de maniére a obtenir une population de LUV de taille plus homogéne [45].
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< Dialyse de détergent

Cette méthode consiste a solubiliser des PL dans de l’eau a 'aide d'un détergent. Des micelles mixtes
de lipides et de détergent se forment, qui se transforment en liposomes au fur et & mesure que le
détergent est éliminé par dialyse. Les deux inconvénients principaux de cette technique sont, d'une
part, la difficulté a éliminer la totalité du détergent, et d’autre part, le contact direct entre le principe
actif et le solvant [45].

<) Dispersion — évaporation

Dans cette technique, les PL sont dissous dans un solvant organique, solution dans laquelle une
phase aqueuse est dispersée par agitation mécanique poussée. L’émulsion obtenue est débarrassée de
la majorité du solvant par évaporation sous pression réduite, ce qui donne naissance a un gel. Une
faible quantité de solution aqueuse est alors ajoutée, ce qui permet d’inverser le gel et d’obtenir des
liposomes sous agitation lente. Le solvant restant est ensuite éliminé par dialyse ou par
chromatographie, ce qui permet également d’éliminer les éventuelles traces de composé actif non
encapsulé [45, 479].

< Double dispersion — évaporation

Cette méthode reprend le principe de la précédente, c’est-a-dire l'utilisation de linterface d’une
émulsion pour générer des liposomes. Ici, une émulsion triple eau/huile/eau est réalisée, dans
laquelle la phase d’eau dispersée contient le principe actif a encapsuler, et la phase hydrophobe
contient les PL solubilisés dans un solvant organique. Des liposomes sont obtenus par évaporation du
solvant entre les deux phases aqueuses [45].

< Déshydratation - réhydratation

Cette méthode permet de transformer des SUV contenant déja le principe actif en LUV, de maniére a
augmenter la capacité d’encapsulation des liposomes préexistants. Une suspension de SUV lyophilisés
est réhydratée, ce qui provoque la fusion des SUV pour donner naissance a des LUV. L’inconvénient
majeur de cette méthode est le risque de fuite du composé actif par dilution osmotique entre l'intérieur
des SUV et la solution aqueuse utilisée pour la réhydratation [45].

III/ Application des liposomes, la vectorisation d’ingrédients

Des dizaines de milliers de brevets et de demandes de brevets ont été déposés concernant des
liposomes. Ne seront cités ici que quelques exemples, de maniére a illustrer les différents domaines
d’application de ces vésicules.

III. 1) Origine des liposomes

Les brevets EU 0'160286 [483] et EU 0'182°934 [159], intitulés respectivement « Liposomes » et « New
surfactants » décrivent des liposomes dés les années 1980, tandis que le brevet EU 0'357'773 (1990)
[486], « Process for preparing liposomes », décrit des méthodes de préparation.

III. 2) Formulations

L’'Oréal a déposé une série de demandes de brevet concernant des systémes de vectorisation
d’ingrédients ou d’actifs. Le brevet WO 98/56333 [309] concerne une composition contenant un
phospholipide organique capable de former une bicouche en solution aqueuse (de préférence la
lécithine), un agent tensioactif amphotére (du type bétaines, imidazolines ou autres), et un agent
tensioactif non ionique (comme par exemple un acide gras). De préférence, la proportion de chacun de
ces éléments est respectivement de 0-5%, 10-20% et 5-20% m/m. Ces compositions peuvent servir de
transporteurs de matiéres lipophiles comme des huiles naturelles, qui sont alors solubilisées dans la
membrane.

Les brevets US 6'524°614 [306] et WO 00/33798 [305] protegent des compositions identiques a celle de
WO 98/56333 [309], mais qui contiennent, en plus, un quatriéme élément : un polymeére cationique
qui contréle le taux d’ingrédients liposolubles incorporés dans la bicouche.

Les brevets US 6'440’456 [307] et WO 00/74644 [308], appartenant a la méme famille, concernent des
compositions identiques a celle du WO 98/56333 [309], servant de systémes de diffusion d’ingrédients
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lipophiles, mais qui contiennent comme quatrieme élément un agent de fixation qui stabilise la
solution lipidique, comme par exemple I’hydroxyméthylcellulose ou un stéarate.

III. 3) Protection d’ingrédients

Différents brevets décrivent des liposomes destinés a la protection d’ingrédients spécifiques. Citons les
brevets US 6'440’456 [307] pour des ingrédients lipophiles, WO 98/56333 [309] pour des composés
insolubles dans l’eau, US 5'139°803 [350] et US 5'015483 [349] pour la stabilisation de substances
oxydables, 2003-003190 [525] pour des PUFA, EU 1'386905 [241] pour du coenzyme Q réduit, EU
0'170247 [484] et EU 0'615'747 [485] pour de ’hémoglobine.

III. 4) Vectorisation dans des aliments

Ces ingrédients protégés peuvent étre incorporés dans des produits alimentaires, ce qui a fait l'objet de
nombreux brevets. Par exemple, le brevet EU 0'455’386 [496] décrit une préparation de liposomes
pour incorporer des vitamines C et E dans des produits a forte teneur en matiére grasse, comme des
chocolats ou des fourrages, tandis que le brevet 2003-003190 [525] revendique l'incorporation de
PUFA dans des produits alimentaires, des boissons ou des médicaments.

III. 5) Vectorisation chez ’homme

Une autre application des liposomes est la vectorisation de substances actives dans 'organisme, que
ce soit dans des solutions injectables ou dans des crémes destinées au traitement de la peau. Le
brevet EU 0'636’°020 [390] propose ainsi un systéme de vectorisation de lipides a des fins
pharmaceutiques, tandis que le brevet WO 00/33798 [305] et le brevet US 6'524°614 [306] décrivent le
moyen d’incorporer des substances actives dans des crémes dermatologiques. Le brevet EU 0'702°552
[391] traite de vésicules a noyau lipidique, délimitées par des monocouches successives de PL, comme
vecteurs de molécules médicamenteuses, et les brevets US 5'653’998 [40] et EU 0'700’679 [39]
proposent des liposomes utilisables en injection pharmacologique.

III. 6) Aide technologique

Les liposomes peuvent également servir d’aides technologiques. Par exemple, Cargill a déposé le brevet
US 6'303’803 [78] (tout comme le brevet WO 98/33875 [77] de la méme famille), qui décrit une
méthode pour réduire le taux de stérols, comme le cholestérol, dans des produits gras ou a base
d’huile du type beurre ou huile de poisson. Le procédé est basé sur l'affinité des stérols amphiphiles
avec d’autres molécules de méme comportement, présentes sous forme d’agrégats dans l'invention et
capables de former des bicouches hydrophobes fluides, comme la lécithine, ce qui provoque la
séquestration des stérols. Le domaine technique de ce brevet est I’agroalimentaire, et un des exemples
cités concerne une préparation de PL capables de former des bicouches, mises en contact avec un
produit alimentaire gras dans le but de diminuer la teneur en cholestérol de la matrice.

IV/ Discussion sur la technologie des liposomes

Méme si les liposomes permettent de s’affranchir de beaucoup des contraintes identifiées dans le
chapitre concernant la microencapsulation, certaines subsistent malgré tout, comme 'utilisation quasi
obligatoire de solvants organiques.

Autre réserve, le fait que l'ingrédient a protéger soit hydrophobe implique qu’il soit inclus dans
I’épaisseur de la bicouche phospholipidique, ce qui diminue grandement le rendement d’encapsulation
par rapport a un composé hydrophile qui peut étre incorporé a l'intérieur de la vésicule.

De plus, et comme cité dans le cas de la microencapsulation, les différents procédés de fabrication
nécessitent tous une phase de contact entre le composé d’intérét et l'eau, ce qui augmente le risque
d’oxydation de I’huile de poisson.

Enfin, la polarité des vésicules obtenues engendre un autre probléme. En effet, les liposomes peuvent
étre dispersés dans une solution hydrophile, mais pas hydrophobe, du fait de la position des PL, qui
présentent leur téte polaire a l'extérieur de la bicouche. Ceci augmente d’autant plus le risque de
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contact avec l’eau, et donc l'oxydation des lipides contenus dans les structures. De plus, dans un
corps gras type St Hubert Oméga3, qui est le produit de la gamme de la société le plus proche de celui
du projet en terme d’exigences nutritionnelles, la distribution de taille des gouttelettes de phase
aqueuse est telle que 50% d’entre elles ont un diameétre inférieur a 5 um. Ceci limite le diamétre que
devront avoir les liposomes, d’'une part, et risque de déstabiliser ’émulsion par encombrement
stérique, d’autre part.

Au vu de toutes ces contraintes, il s’est avéré nécessaire au cours de la thése d’envisager une nouvelle
approche pour permettre 'encapsulation de ’huile de poisson, de maniére a la protéger de 'oxydation,
et en méme temps de prévenir une dégradation organoleptique du produit, due a la production de
composés volatils par contact eau-huile.
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[R. Marlin]
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LE PROJET DE THESE

La problématique de cette thése, comme cité précédemment, est d’élaborer une formulation lipidique
possédant un profil en acides gras optimal du point de vue nutritionnel, dans le but d’obtenir le
maximum d’effets bénéfiques des lipides sur le systéme cardio-vasculaire, tout en conservant a la fois
une bonne faisabilité industrielle et un profil organoleptique conforme au positionnement commercial.

Les verrous technologiques identifiés au cours de ’étude ont été les suivants:

i) faire un compromis entre les exigences nutritionnelles et les contraintes techniques de maniére a
mettre au point un produit dans la cible de ’entreprise en terme de texture ;

ii) incorporer la quantité nécessaire de LCPUFA n-3, sous forme d’huile de poisson, sans dégrader la
flaveur du produit ;

iii) et assurer la stabilité dans le temps de ce produit, en particulier en protégeant ces nutriments
d’intérét de l'oxydation.

La résolution de ces verrous techniques a nécessité de conduire des études sicentifiques incluant la
relation entre formule en acides gras et texture, et deux problémes fondamentaux mal résolus
actuellement en ce qui concerne les lipides d’origine marine : leur particuliére sensibilité a 'oxydation
et leur contribution négative en matiére de flaveur.

Pour répondre a cette problématique industrielle et lever ces verrous, le travail de thése a été organisé
en quatre étapes.

Premiérement, le profil en acides gras du produit « optimal » a été déterminé sur la base de plusieurs
études : tout d’abord, une analyse du marché des corps gras, qui a eu comme objectif principal
I'identification de la concurrence dans le secteur des corps gras orientés « oméga 3 » ; Puis une étude
bibliographique de la composition en acides gras de plusieurs dizaines d’huiles végétales et d’huiles de
poissons et organismes marins, permettant de classer ces huiles en fonction de leur potentiel
nutritionnel ; Enfin, le profil en acides gras du produit a été élaboré en relation avec les recherches
effectuées sur impact des acides gras sur le développement des maladies cardio-vasculaires, et en
prenant en compte la faisabilité technique, que ce soit en terme de texture, de disponibilité de
matiéres premiéres, ou encore d’environnement concurrentiel.

La deuxiéme étape a été consacrée a 1’élaboration du produit alimentaire, ce qui a donné lieu a deux
études menées en paralléle : la premiére a été consacrée a la texture et a la cristallisation des matiéres
grasses, car la volonté de diminuer au maximum le taux d’acides gras saturés s’est heurté a la cible de
dureté et de rendu en bouche imposée par les standards de l’entreprise ; la seconde a concerné la
flaveur du produit. En effet, la formulation a été élaborée de maniére a diminuer au maximum l'impact
organoleptique négatif de I’huile de poisson, de par la maitrise de 'oxydation des lipides polyinsaturés
marins et de leur contact avec 'eau.

La troisiéme étape de la thése a été consacrée a la mise au point d'un procédé innovant de
vectorisation et de protection des nutriments d’intérét, dans le but de limiter le développement des
composés volatils au cours du vieillissement du produit. Il s’agissait d’abord de protéger l'huile de
poisson du contact avec ’eau, et enfin de ralentir les réactions d’oxydation des acides gras hautement
polyinsaturés.

Enfin, la derniére étape de la thése a consisté en une étude de la biodisponibilité des acides gras chez
l’animal. A cet effet, I’absorption, le stockage et le métabolisme des acides gras d’intérét ont été étudiés
chez le rat, nourri avec le produit alimentaire mis au point. Ce régime a été confronté a deux autres
produits, I'un contenant en majorité des acides gras de la famille n-6, et I’autre contenant des acides
gras n-3 uniquement sous la forme d’ALA, le précurseur des polyinsaturés a longues chaines de cette
série.
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«S’il n’y a pas de solution, c’est qu’il n’y a pas de probléme. »
[Proverbe Shadok]
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LES CORPS GRAS DE 3FME GENERATION

La premiére partie du manuscrit a été consacrée a l’¢tat de l'art sur limpact des acides gras
alimentaires, et en particulier ceux de la famille n-3 (ALA, EPA et DHA) sur le développement des
pathologies cardio-vasculaires, ainsi qu’a la présentation de différents types de procédés de protection
des corps gras. Cette deuxiéme partie présente les résultats de plusieurs études bibliographiques
ayant permis d’aboutir a la mise au point du profil en acides gras du produit cible.

Dans ce chapitre, les différents types de corps gras « non beurre » sont présentés, ainsi que l’évolution
récente du marché vers des produits de plus en plus axés santé. Le chapitre suivant présente une
étude de la composition en acides gras de plusieurs dizaines d’huiles végétales et de poissons et autres
organismes marins. Il est suivi par un chapitre qui décrit les ingrédients et le procédé de fabrication
des corps gras chez St Hubert. Enfin, la derniére partie est consacrée a ’établissement du profil en
acides gras du produit, en relation avec 1’¢tude bibliographique présentée « Pathologies liées au
métabolisme des lipides » (chapitre B).

I/ Introduction

De son positionnement initial de substitut a bas prix du beurre, la margarine a largement évolué
durant ces vingt-cinq derniéres années. Plusieurs générations de produits se sont succédé, orientées
respectivement vers le plaisir, l’équilibre des apports lipidiques, et plus récemment vers des
problématiques de santé.

Ce chapitre présente dans un premier temps un bref historique de la margarine, suivi dune
présentation globale du marché des corps gras «non beurre barquettes» (hors huiles), de la
description des trois générations successives de produits, et se termine par un instantané du marché
francais des corps gras, segment « oméga3 ».

I. 1) Historique

Si les corps gras sont consommeés par les hommes depuis des temps trés anciens, leur utilisation a
largement évolué au fil des siécles.

Aux XIVe et XVe siécles, le bacon, le lard et les autres graisses animales sont utilisés comme corps gras
[105]. Le beurre est délaissé par la grande cuisine qui lui préfére ’huile pour les jours maigres, et le
lard pour les jours gras. Ce n’est qu’au début du XVe siécle que le beurre apparait dans les recettes, en
particulier avec les poissons, les crevettes et les amandes. A cette époque, les plats sont
principalement composés de viande, et accompagnés de sauces. Celles-ci se composent d’ingrédients
acides comme les vinaigres ou les jus d’agrumes, auxquels sont ajoutées des épices, mais trés peu de
graisse.

Aux XVIe et XVIIe siécles, la cuisine « grasse » est synonyme de richesse, de plaisir et d’abondance,
« Sans graisse, pas de gout » disait-on [105], ou encore « On ne gate pas la semoule avec du beurre »
[173]. L’élaboration croissante de sauces a base de lipides au XVIe siécle correspond a l'apparition d'un
nouvel usage alimentaire : la consommation d’oignons et de pain frits [105]. En France comme en
Angleterre, davantage de plats contiennent du beurre, mais celui-ci est encore considéré comme un
ingrédient populaire et bas de gamme. Ce scepticisme a ’égard des graisses est visible dans les
recettes des XVIe et XVIIe siécles, ou les corps gras sont trés peu cités.

Néanmoins, c’est a cette époque que l’assaisonnement acide et épicé du Moyen-Orient est substitué
par un assaisonnement gras, plus neutre vis-a-vis de la saveur propre des aliments. Au XVIIIe siécle,
le beurre et I’huile commencent seulement a étre considérés comme de véritables aliments [105].

A partir du XIXe siécle, les corps gras prennent de l'importance au fur et & mesure du développement
de l'industrialisation, de 'augmentation de l'offre, et de I’amélioration de la qualité des repas [105]. En
1866, Napoléon III organise un concours original pour l'invention d’un corps gras « sain, économique
et de bonne conservation », destiné a la Marine et a ’Armée, qui ne peuvent conserver le beurre dans
de bonnes conditions pendant la durée de leurs campagnes [498].

C’est un pharmacien francais, Hippolyte Mége-Mouriés (1817-1880), qui gagne ce concours en
inventant la margarine en 1869. Appelée a lorigine « oléo-margarine », elle devient par la suite
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« margarine Mouriés », puis « margarine ». Ce nom de margarine provient de l’acide gras découvert par
Eugéne Chevreul, qu’il avait baptisé acide margarique (17:0) [498].

En 1871, Meége-Mouriés vend son procédé a un important négociant de beurre hollandais qui est
aussitét imité par son voisin et concurrent Van den Bergh. Le succés des deux industriels est tel qu’en
1895 la production mondiale de margarine atteint 300 000 tonnes, c’est-a-dire environ 10% de la
production de beurre [103].

En France, les débuts de la margarine sont modestes du fait de l'opposition des producteurs de
beurre. Pourtant, en 1969, a la date anniversaire du dépét du brevet, la production mondiale de
margarine rejoignait pratiquement celle du beurre, avec 5 millions de tonnes [105].

I. 2) Définitions

La margarine est une émulsion de type eau dans huile, c’est donc une dispersion de fines gouttelettes
d’eau dans une phase continue d’huile. Cette phase continue est constituée d’une fraction solide, qui
constitue un réseau cristallin tridimensionnel organisé en feuillets superposés ou en agrégats de
cristaux, et d’'une fraction liquide piégée dans ce réseau [498]. L’intégrité de la structure est due a des
liaisons covalentes irréversibles et a des liaisons secondaires réversibles (forces de Van der Waals) a
Iintérieur du réseau [498]. La phase lipidique contient, outre les matiéres grasses, des ingrédients
liposolubles, comme des caroténoides, des arémes et des émulsifiants, et la phase aqueuse contient
des aromes, des conservateurs et du sel.

La fabrication de la margarine est réalisée selon la succession d’étapes suivante : la préparation des
phases grasse et aqueuse, ’émulsification, la cristallisation, le conditionnement et le stockage au
froid.

Un décret européen (CE 2991/94) [121] prévoit les différentes appellations autorisées pour les corps
gras selon la nature des matiéres grasses utilisées et le taux de lipides, qui sont résumées dans le
tableau D-I.

Tableau D-I : Appellation des corps gras en fonction de (A) : leur taux de matiére grasse total et (B) : le taux de matiére
grasse animale dans la phase grasse [d’aprés 121].

Abréviation : MG : matiére grasse.

A B 0a3% 10 a 80% 80 a 90%
80 a 90% margarine MG composée beurre
5 . .
60 a 62% s margarlar;leézzemargarme % MG composée % beurre ou beurre allégé
1 1 1 1 A
394 41% ) margarine ou margarine 2 MG composée ou MG 1 beurre ou beurre light
light composée light
x <39%
41> x >60% MG a tartiner a x% mélange de MG a tartiner a x% MG laitiére a tartiner a x%
62> x >80%

Cependant cette législation ne prend pas en compte tous les types de produits. En effet, des corps gras
comme le St Hubert 41 ne rentrent dans aucune catégorie, puisqu’ils contiennent des teneurs en
matiére grasse animale comprises entre 3 et 10%.

II/ Le marché des corps gras « non beurre »

Depuis quelques années, le secteur des corps gras « non beurre » tend a se consolider, et les différents
acteurs qui le composent adoptent, en général, des démarches de recentrage sur leur cceur de métier.
Les habitudes alimentaires des consommateurs ayant évolué suite aux messages puissamment relayés
de prévention nutritionnelle, la consommation des corps gras décline dans les pays industriels depuis
plusieurs décennies. Cependant, les industriels ont su réagir, en optimisant les formulations, et en
proposant des produits de plus en plus marketés « santé ». Ainsi, une attention toute particuliére est
portée aux lipides insaturés, comme aux produits a visée curative, tels que les anticholestérol a base
de stérols et stanols végétaux.
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La figure D-1 présente la répartition de la production de corps gras « non beurre », exprimée en
tonnage, selon les données de 2003.

Autres-5326000:
5299
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Ukraine;-229000;-2%
Turauie:-473000:-5% Europe;-1900000;
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o
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Figure D-1 : Production mondiale de corps gras « non beurre » en 2003, exprimée en tonnes [196].

Légende : pays producteur ; tonnage ; proportion de la production mondiale.

La production européenne de corps gras « non beurre » représente moins de 20% de la production
mondiale, alors qu’elle représentait une proportion plus importante dans les années précédentes [196].
Ce recul s’explique, d’une part, par la baisse de la consommation, et, d’autre part, par la chute des
exportations vers la Russie. En effet, ce pays a vu sa propre production augmenter largement, passant
de 210 000 tonnes en 1998 a 540 000 tonnes en 2003 [196]. L’'Ukraine a connu la méme évolution, sa
production ayant augmenté de 135% entre 1998 et 2003, pour atteindre 229 000 tonnes [196].

i Autres produits St Hubert Orégald
DS";*’?‘.{‘/WS 7.9% 17,1%
, (/0
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5, (]
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1.4% Frutdor Alége  11:0% °
23%

Figure D-2 : Segmentation du marché francais des corps gras « non beurre », exprimée en parts de marché valeur
(Mars 2007, source : Panel distributeur IRI).

En France, le marché des corps gras « non beurre » est réparti entre trois marques principales,
Unilever, St Hubert et Primevere. Le premier représente 44,2% des parts de marché en valeur, avec les
marques Fruit d’Or, Planta Fin et Effi, St Hubert suit avec 34,2% des parts, et Primeveére ferme la
marche avec 15,6% [Panel distributeur IRI, mars 2007].

Les produits les plus présents sur le marché sont St Hubert Oméga3 -17,1%-, Fruit d’Or Pro Activ -
14,4%-, Fruit d’Or standard -11%-, Planta Fin standard -9,8%-, Primeveére tartine et son homologue
cuisine -9,4 et 5%-, et enfin St Hubert 41 -7,3%- et Le Fleurier -6%- (figure D-2) [Panel distributeur
IRI, mars 2007].

Les produits cités peuvent étre classés en fonction du message mis en avant, que ce soit des corps
gras a bas prix (Fruit d’Or standard), des corps gras « plaisir » (Le Fleurier), des produits axés
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« équilibre des apports lipidiques » (St Hubert Oméga3) et des corps gras axés « santé active » (Fruit
d’Or Pro Activ, Cholegram). Les trois derniers groupes correspondent aux différentes générations de
corps gras qui se sont développées ces derniéres années, et qui sont décrites dans le paragraphe
suivant.

III/ Les trois générations de corps gras « non beurre »

III. 1) Présentation des générations de produits

La premiére génération regroupe des produits « plaisir », dont le but est de concurrencer le beurre en
terme de qualités organoleptiques, tout en ayant un taux de matiére grasse inférieur.

Figure D-3 : Produits de l’entreprise St Hubert correspondant a la premiére génération de corps gras « non beurre ».

Ainsi, des produits a base mixte, contenant des matiéres grasses végétales et animale, ont vu le jour,
comme le St Hubert 41 ou Le Fleurier (utilisation de beurre, de matiére grasse laitiére anhydre
(MGLA), ou encore de babeurre maturé).

Avec lintérét grandissant pour la santé publique et la prise de conscience de l'importance de la
nutrition dans la prévention des pathologies cardio-vasculaires, les industriels ont été amenés a
améliorer les qualités nutritionnelles de leurs produits.

Figure D-4 : Produit St Hubert de la deuxiéme génération de corps gras « non beurre ».

La deuxiéme génération de corps gras se caractérise donc par un enrichissement en nutriments
essentiels (produits enrichis en acides gras précurseurs, LA et ALA), une diminution du taux d’acides
gras trans (due aux inquiétudes concernant implication de ces acides gras dans le développement des
maladies cardio-vasculaires [249, 377]), la réduction des SFA, et I'amélioration du ratio n-6/n-3.

Ces améliorations ont été provoquées par la législation, qui, avec la mise en place du systéme des
allégations, a permis aux fabricants de communiquer sur les avantages santé de leurs produits. Le St
Hubert Oméga 3 est un exemple de cette évolution.

Parallélement a cette génération de produits destinés a rééquilibrer les apports nutritionnels de la
population générale, des corps gras de troisiéme génération ont vu le jour.

Figure D-5 : Produits St Hubert de la troisiéme génération de corps gras « non beurre ».

Ce sont des produits a visée préventive ou/et curative, contenant des ingrédients spécifiques, actifs
sur la santé. Deux grandes catégories existent actuellement sur le marché, avec, d'un c6té, les corps
gras aux phytostérols et stanols, destinés a diminuer le taux de LDL-cholestérol en limitant
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I’absorption du cholestérol alimentaire, et de ’autre, les corps gras contenant des LCPUFA n-3 (EPA et
DHA), a visée cceur et cerveau. La gamme St Hubert Cholégram illustre la premiére de ces catégories,
tandis que la deuxiéme n’est représentée par aucun produit a ’heure actuelle.

III. 2) Panorama du marché des corps gras santé

Le tableau D-II ci-aprés présente le marché francais des corps gras dont la communication est axée
sur les AG n-3. Ces produits font donc partie de la deuxiéme génération. Cet instantané du marché est
de juillet 2007.

Dans ce tableau, les valeurs entre parenthéses représentent les taux estimés de LCPUFA, quand le
produit ne détaille pas la proportion des différents PUFA n-3 a longue chaine, EPA et DHA.
L’estimation a été effectuée en fonction du ratio moyen EPA/DHA des huiles de poisson disponibles a
I’échelle industrielle (60% d’EPA, 40% de DHA).
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Tableau D-II : Présentation du marché francais des corps gras segment « oméga3 ».

SFA MUFA PUFA LA ALA n-6/n-3 LCn-3 EPA DHA

I VLG LU SBCHTERICHT MG (%) 0/100) (e/100) (2/100) (2/100) (g/100) (@/100) (2/100) (g/100)

Huiles végétales non hydrogénées 60%, eau, sel
(0,4%), émulsifiants (lécithine de tournesol, mono et
diglycérides d'acides gras), poudre de babeurre
(lait), conservateur (sorbate de potassium),
correcteur d'acidité (acide citrique), ardmes,
vitamine E, colorant (béta-caroténe).

Fruit d'Or doux

0,
(Unilever) 60% 13,4 17,8 28,8 23,8 5 4,8 0 0 0

Huiles non hydrogénées 50% (dont huiles végétales
48,8% et huile de poisson 1,2%), eau, sel (0,3%),
amidon modifié¢ de tapioca, émulsifiants (Iécithine
de soja, mono et diglycérides d'acides gras),
conservateur (sorbate de potassium), correcteur
d'acidité (acide citrique), antioxydant (extrait riche
en tocophérols), vitamine E, aromes, colorant (béta-
caroténe).

Fruit d'Or
Oméga3plus
(Unilever)

50% 11 24 15 11 3 3,7 0,54 0,27 0,18

Huiles végétales non hydrogénées 50% (colza,

tournesol, palme, coprah/palmiste), eau, émulsifiants

(lécithine de tournesol, mono et diglycérides

d'acides gras), sel (0,3%), amidon de mais, 50% 10,6 21,6 17,8 15,3 2,5 6,1 0 0 0
conservateur (sorbate de potassium), correcteur

d'acidité (acide citrique), aromes, vitamine E,

colorant (béta-caroténe).

Fruit d'Or allégé
(Unilever)

Eau, huiles végétales en I'état et hydrogénées,
amidon modifié, huile de poisson, lait fermenté en
poudre, émulsifiants (mono et diglycérides d'acides
gras, lécithine de tournesol), sel (0,3%),
conservateur (sorbate de potassium), correcteur
d'acidité (acide citrique), ardmes, antioxydants
(extrait riche en tocophérols, calcium disodium
EDTA), vitamines E et A, colorant (béta-caroténe).

Planta Fin Idea!

0,
(Unilever) 39% 9,2 18,2 11 ®) 25 (32 05  (03) (02

Huiles végétales non hydrogénées 59% (colza,
palmiste, tournesol, palme), eau, émulsifiants
végétaux (mono et diglycérides d’acides gras et
lécithine de soja), sel (0,4%), aromes, conservateur
(sorbate de potassium), correcteur d’acidité (acide
lactique), colorant (béta-caroténe).

St Hubert
Oméga3
(St Hubert)

59% 164 312 112 (812) 29 2.8 0 0 0

Abréviations : MG : taux de matiere grasse (% m/m), SFA : acides gras saturés, MUFA : acides gras monoinsaturés, PUFA : acides gras polyinsaturés, LA : acide linoléique, ALA : acide a-linolénique,
n-6/n-3 : ratio LA/ALA, LCn-3 : acides gras polyinsaturés n-3 longue chaine, EPA : acide eicosapentaenoique, DHA : acide docosahexaenoique.
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Tableau D-II : (suite).

SFA MUFA PUFA LA ALA n-6/n-3 LCn-3 EPA DHA

I VLG IS O G MG (%) 0/100) (e/100) (2/100) (2/100) (g/100) (@/100) (2/100) (g/100)

Huiles végétales non hydrogénées 63% (colza,
palme, carthame, palmiste, tournesol oléique,
tournesol, olive), eau, émulsifiants (mono et

dl(,)l;::)lizveeflf':t d.igl.ycérides d'acides gras, léf:ithine d.e soja, esters
spécial cuisson citriques de mono et diglycérides d'acides gras), sel 63% 14,5 31,6 16,6 134 32 42 0 0 0
(Cema) (0,25%), lait écrémé en poudre, conservateur
(sorbate de potassium), ardmes, antioxydant (extrait
riche en tocophérols), correcteur d'acidité¢ (acide
citrique), vitamine E, colorant (béta-caroténe).
Huiles non hydrogénées 59% (soja, colza, palme,
Primevére ca}rtham@, poissqn), eau, émqlsiflants (mgno et
double effet diglycérides d’a01de§ gras, lécithine de soja), sel
tartine (0,4%), aromes (lait), conservateur (sorbate de 59% 13,1 21 24.4 21,3 2,7 7,9 0,4 (0,25)  (0,15)
(Cema) potassium),  antioxydant  (extrait riche en
tocophérols), correcteur d’acidité (acide citrique),
vitamine E, colorant (béta-caroténe).
Huiles non hydrogénées 59% (soja, colza, palme,
Primevere — cgrtham@, poissop), eau, ému}si_ﬁants (mf)no et
double effet de m dlglycérldesA d’a01de§ gras, lécithine de soja), sel
table @ anevere &_G (0,4%)., ardmes (1a1t), conservategr (sgrbate de 59% 13,1 21 24.4 21,3 2,7 7,9 0,4 (0,25)  (0,15)
(Cema) | D ONEREE FEFET potassium),  antioxydant .(e.xtralt . rlche. en
i tocophérols), correcteur d'acidité (acide citrique),
vitamine E, colorant (béta-caroténe).
Eau, huiles et graisses en 1'état non hydrogénées
Primevere legéres 25% ‘ (colza, palme,. tourpesol, palmiste),
double effet ~ 2D émuls_lf_iant's (mono et dlglycé’ndes d'acides gias,
tartines légeres ; NS VEIs polyricinoléate  de  polyglycérol), sel  (0,5%),  ,50, 55 p5 47 54 13 42 0 0 0
25% MG epalss%ssant (pf:ctme), conservateur .(s.or’bate .de
(Cema) potassium), ardmes, correcteur d'acidité (acide
citrique), antioxydant (extrait riche en tocophérols),
vitamine E, colorant (béta-caroténe).
Eau, maticre grasse de lait, amidon modifié, lactose,
maltodextrine, émulsifiants (mono et diglycérides
Elle&Vire d’acides gras, esters citriques de mono et
Oméga 3 diglycérides d’acides gras, polyricinoléate de  41% 25,8 13,1 2,1 (0,81) 0,3 2,7 0 0 0
(Elvir) ] polyglycérol), sel (0,4%), conservateur (sorbate de
PRCEEREEEE A potassium), colorant (béta-caroténe), vitamine E,
vitamine A.

Abréviations : MG : taux de matiére grasse (% m/m), SFA : acides gras saturés, MUFA : acides gras monoinsaturés, PUFA : acides gras polyinsaturés, LA : acide linoléique, ALA : acide a-linolénique,
n-6/n-3 : ratio LA/ALA, LCn-3 : acides gras polyinsaturés n-3 longue chaine, EPA : acide eicosapentaenoique, DHA : acide docosahexaenoique.
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Tableau D-II : (suite).

SFA MUFA PUFA LA ALA LCn-3 EPA DHA
. . . Ry E o A
Produit Visuel Liste d'ingrédients MG (%) (@/100) (2/100) (2/100) (z/100) (g/100) n-6/n-3 (@/100) (2/100) (g/100)
Huiles végétales en I'état et hydrogénées 59%
Matiére grasse a (colza, palmiste), eau, émulsifiants (mono et
tartiner riche en - diglycérides d'acides gras), poudre de lait écrémé, o
oméga 3 JT e e sel (0,4%), arome, conservateur (sorbate de 9% 15 29 14 an 3 G.7) 0 0 0
(Auchan) g potassium), acidifiant (acide citrique), vitamine E,
colorants (caroténoides mélangés naturels).
Huiles et graisses végétales non hydrogénées 59%
(colza, palmiste, tournesol, palme), eau, émulsifiants
(rono o fhctrides ducie s i G
riche en Oméga3 12), o) . 0 PoudIe, 590, 17 26,9 15,1 11,9 32 3,7 0 0 0
(Cora) conservateur (sorbate de potassium), ardmes (lait),
correcteur d'acidité (acide lactique), antioxydant
(extrait riche en tocophérols), colorant (béta-
caroténe).
Matieres grasses végétales en l'état 59% (colza,
Naturellement palme), eau, sel marin, émulsifiants (esters citriques
riche en Oméga d? mono et filg}ycendes d’acides gras, mono et 599 16,6 298 12,6 10,1 2.5 40 0 0 0
3 diglycérides d’acides gras), conservateur (sorbate de
L) potassium), ardme, correcteur d'acidité (acide
citrique), vitamine E, colorant (béta-caroténe).
Matiéres grasses végétales en 1'état et non
Bouton hydrogénées 59%, eau, sel marin (0,75%),
Bouton d'Or -."_Of 4 émulsifiants  (esters citriques de mono et
Oméga3 i diglycérides d’acides gras, mono et diglycérides 59% 16,7 30 12,7 10,2 2,5 4,1 0 0 0
(Intermarché) d’acides gras), ardme, conservateur (sorbate de
potassium), correcteur d'acidité (acide citrique),
vitamine E, colorant (béta-caroténe).
o Huiles et graisses en 1'état et hydrogénées 60%
. Tartine (9 (colza, palme, palmiste), huile de poisson, eau,
Tartine et g et CUISOI’] Dareatour émulsifiant (esters citriques de mono et diglycérides
Ya d'acides gras), sel (0,3%), aromes, conservateur 60% 12 31,5 15,5 11,5 4 2,9 (0,32) (0,18) 0,14

Cuisson Omega3 i oF
(Carrefour) 3 ;

(sorbate de potassium), acidifiant (acide citrique),
vitamine E, colorants (caroténoides mélangés
naturels).

Abréviations : MG : taux de matiére grasse (% m/m), SFA : acides gras saturés, MUFA : acides gras monoinsaturés, PUFA : acides gras polyinsaturés, LA : acide linoléique, ALA : acide a-linolénique,

n-6/n-3 : ratio LA/ALA, LCn-3 : acides gras polyinsaturés n-3 longue chaine, EPA : acide eicosapentaenoique, DHA : acide docosahexaenoique.
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Tableau D-II : (suite).

. q q - 25K SFA MUFA PUFA LA ALA LCn-3 EPA DHA
Produit Visuel Liste d'ingrédients MG (%) (@/100) (2/100) (2/100) (z/100) (g/100) n-6/n-3 (@/100) (2/100) (g/100)
Huiles et graisses végétales 59% (tournesol, colza,
Nadya palme, palmisFe), eau, émulsiflants (esters citriques
Tournesol de mono et diglycérides d'acides gras), sel (0,4%),
, . lait écrémé en poudre, aromes, conservateur (sorbate 55% 13 19,5 22 20,6 1,4 14,7 0 0 0
allégée de potassium), correcteur d'acidité (acide citrique)
(Leclerc) S ’ . . . ’
vitamine E, antioxydant (extrait riche en
tocophérols), colorant (béta-caroténe).
Huiles et graisses en I'état et hydrogénées 59%
. (colza, palme, palmiste, huile de poisson), eau,
Margarine ) ; -
allégée riche en er.nu151rﬁf1nts (es.ters citriques de mono et
Oméga3 diglycérides d'acides gras), sel (0,3%), aromes, 60% 12 31,5 15,5 11,5 4 2,9 (0,32) (0,18) 0,14
(Champion) conservateur (sorbate de potassium), acidifiant
(acide citrique), vitamine E, colorants (caroténoides
mélangés naturels).
Huiles et graisses végétales non hydrogénées 59%
(colza, palmiste, tournesol, palme), eau, émulsifiants
(mono et diglycérides d'acides gras, lécithine de
naturellement soja), sel (0,4%), lait écrémé en poudre
riche en Oméga3 i LD ) R > 59% 17 26,9 15,1 11,9 32 3,7 0 0 0
(Casino) conserva‘Feur (sorbate de potags%u}n), arbmes naj[urels
(dont lait), correcteur d'acidité (acide lactique),
antioxydant (extrait riche en tocophérols), colorant
(béta-carotene).
Huiles et graisses végétales non hydrogénées 59%
(colza, palmiste, tournesol, palme), eau, émulsifiants
Mon Equire (mono e dncie s it G
Riche en Omega ’ ’b t,d assium), ard t 1’ 59% 17 27 15 12 3,2 3.8 0 0 0
3 (Monoprix) conservateur (sorbate c'a potassium), aromes naturels
(lait), correcteur d'acidité (acide lactique),
antioxydant (extrait riche en tocophérols), colorant
(béta-carotene).
Huiles et graisses végétales en 1'état et hydrogénées
60% (colza, palme, palmiste), eau, huile de poisson,
Vifine Riche en émulsifiants  (esters citriques des mono et
Omega 3 diglycérides d'acides gras), sel (0,3%), conservateur ~ 60% 12 31,5 15,5 11,5 4 2,9 (0,32) (0,18) 0,14
(ED) (sorbate de potassium), ardmes, acidifiant (acide

citrique), vitamine E, colorants (mélange de
caroténoides).

Abréviations : MG : taux de matiere grasse (% m/m), SFA : acides gras saturés, MUFA : acides gras monoinsaturés, PUFA : acides gras polyinsaturés, LA : acide linoléique, ALA : acide a-linolénique,

n-6/n-3 : ratio LA/ALA, LCn-3 : acides gras polyinsaturés n-3 longue chaine, EPA : acide eicosapentaenoique, DHA : acide docosahexaenoique.
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Le marché francais des corps gras « oméga3 » comprend 20 produits (& la date de I’étude), répartis en
10 produits a marque et 10 produits de marque de distributeur. Unilever et Cema proposent chacun 4
références, Fruit d’Or, Fruit d’Or léger, Fruit d’Or Omega3plus et Planta Fin Idea pour le premier, et
Primeveére double effet tartine, tartine léger, cuisine et de table pour le second. Elvir communique sur
le taux d’AG n-3 d’un beurre, tandis que St Hubert propose une référence, St Hubert Omega3. Parmi
les distributeurs sont retrouvés Auchan, Cora, Systéme U, Intermarché, Carrefour, Leclerc, Champion,
Casino, Monoprix et ED.

Parmi ces produits, 7 contiennent des LCPUFA n-3, issus d’huile de poisson : Fruit d’'Or Omega3plus,
Planta Fin Idea, Primevére double effet tartine et de table, ainsi que les produits de Carrefour,
Champion et ED. Le taux de LCPUFA est compris entre 0,3 g/ 100 g pour les marques de distributeur
et 0,54 g/100 g pour Fruit d’'Or Omega3plus.

Concernant les additifs, tous ces produits contiennent des antioxydants, en particulier des
tocophérols, complétés par du calcium disodium EDTA (éthyléne-diamine-tétra-acétate de calcium
disodium, E 385) dans le cas de Planta Fin Idea. Seul ce produit est autorisé a utiliser cet additif,
puisque la législation francaise restreint 'emploi de cette molécule aux demi-margarines, c’est-a-dire
aux corps gras de 39 a 41% de matiére grasse, dont O a 3% de matiére grasse animale [119].

Enfin, concernant le ratio n-6/n-3, le produit ayant le rapport le plus faible est St Hubert Omega3,
avec 2,8 (le seul beurre de la liste a été écarté, I’apport en LA et ALA de ce produit étant largement
inférieur a celui des matiéres grasses végétales).
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LES MATIERES PREMIERES : LES HUILES

Avec ce nouvel intérét pour les acides gras individualisés, les industriels de ’agroalimentaire sont a la
recherche d’huiles particuliéres pour optimiser le « profil gras » de leurs produits. Un nouveau marché
émerge, avec des fournisseurs qui proposent de plus en plus d’huiles spécifiques, chacune ayant une
composition en acides gras particuliére.

Ce chapitre présente la composition en acides gras d’un grand nombre d’huiles végétales et animales
(poissons et autres organismes marins), rassemblées selon leur profil général, et interprétées selon
I'impact de leurs acides gras majoritaires sur les lipides sanguins.

La dernieére partie du chapitre décrit les composés volatils principaux impliqués dans l'odeur de
poisson.

I/ Composition en acides gras des huiles végétales

Les huiles végétales produites dans le monde sont & 80% utilisées pour l'alimentation humaine [179].
Fractionnées, hydrogénées, mélangées, leur composition naturelle en acides gras est modifiée. Le
tableau D-III montre une estimation de la production mondiale, exprimée en acides gras individuels,
avant et aprées les traitements d’hydrogénation (partielle ou totale).

Tableau D-III : Production mondiale d’acides gras utilisables en alimentation humaine (chiffres 2004-2005) [d’aprés

179].

Symbole : * : contient des isoméres de configuration et de position aprés hydrogénation partielle.

Production mondiale pour alimentation humaine (10° T)

Acide gras - : -
Avant hydrogénation Aprés hydrogénation Différence

12:0 2,0 2,0 -

14:0 1,8 1,8 -

16:0 21,7 21,7 -
18:0 5,5 5,9 +7,3%
18:1 * 38,4 48,8 +27,1%
18:2 n-6 31,9 23,8 -25,4%
18:3 n-3 3,5 0,8 -77,1%

Autres 3,9 3,9 -

L’hydrogénation des huiles végétales conduit a une production accrue d’OA, aux dépens des acides
gras essentiels, LA et ALA. La perte en précurseur de la famille des n-3 est dramatique, plus de 75% de
la production de cet acide gras étant éliminée par les traitements d’hydrogénation. Le ratio n-6/n-3
passe ainsi de 9 a 30, ce qui traduit un large déficit en ALA [179].

Cette perte en acides gras d’intérét rend la recherche de sources d’ALA d’autant plus importante.

Les recherches bibliographiques effectuées sur les huiles végétales ont permis de créer une base de
données contenant les compositions en acides gras de 80 huiles végétales, regroupées en classes de
méme profil général en acides gras.

Les huiles ont été sélectionnées par une recherche sur Science Direct, en utilisant des mots-clés tels
que « profil en acides gras », « huiles végétales », ou encore « composition en lipides des huiles ». Seules
les données complétes issues de publications scientifiques ont été incluses dans l’analyse, certains
auteurs n’ayant en effet étudié qu’un type d’acides gras, comme les PUFA. C’est pourquoi, des huiles
mineures, mais disponibles dans des circuits de distribution « diététiques », peuvent ne pas étre
incluses, tandis que d’autres, non disponibles, le sont.

Les huiles les plus largement utilisées actuellement dans le monde sont les huiles de soja, palme,
colza et tournesol [252]. Parmi elles, les huiles de soja et de colza apportent des quantités
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intéressantes d’ALA (respectivement 7,8% et 9,9%), l'acide gras qui est considéré comme le plus
déficient par les agences sanitaires européennes [287]. Pour permettre l'identification de toutes les
huiles potentiellement intéressantes dans la classification qui suit, un sous-groupe a été créé dans
chaque groupe contenant des huiles avec plus de 7,8% d’ALA. La teneur en ALA de l'huile de soja est
donc utilisée ici comme un seuil au dessus duquel une huile devient particuliérement intéressante du
point de vue nutritionnel.

En dehors de la problématique du « statut inflammatoire » imposé par les proportions respectives en
composés des familles n-3 et n-6, l'effet principalement reconnu des acides gras sur la santé est
I'impact sur les lipides sanguins. Ces parameétres (LDL-, HDL-cholestérol et TAGp) sont étroitement
surveillés par le corps médical, car ils sont facilement mesurables, et ont tous été démontrés comme
étant des facteurs de risque indépendants des accidents cardio-vasculaires [106, 124, 134, 160, 226,
262, 430, 473]. Ce sont donc ces deux points, action sur la lipémie sanguine et ratio n-6/n-3, qui
seront utilisés comme des clés pour interpréter chaque groupe d’huiles.

I. 1) Groupe acides gras saturés

1) Sous-groupe acide caprique

Ce type de profil n’est pas courant. En effet, seules deux huiles ont été incluses dans ce groupe : deux
sous-espéces de Cupheae (Cuphea ilavea et leptopoda [436]). Elles contiennent majoritairement des
SFA a courte chaine, en particulier de l’acide caprique (10:0), jusqu’a 92% pour Cuphea leptopoda.
Leur profil est intéressant dans le cas d'un besoin de lipides rapidement convertis en énergie [176,
264].

2) Sous-groupe acides laurique et myristique

Les huiles de noix de coco (Cocus nucifera [75, 284, 382, 530]) et de palmiste (Elaeis guineensis [43,
382]) ont deux profils semblables, incluant une majorité de SFA, en particulier de l’acide laurique
(12:0). Des huiles moins connues peuvent également étre ajoutées dans ce groupe, comme des sous-
espéces de Cupheae (Cuphea laminuligena, tolucana et wrightii [436]), ’huile de noix du Cambodge
(Irvingia malayana [32]) ou encore la graisse de babassu (Orbignya oleifera [164]).

Ces huiles ne sont pas recherchées d'un point de vue nutritionnel, puisque les acides laurique et
myristique sont connus comme les SFA les plus hypercholestérolémiants [108, 216, 249, 264, 268,
394, 415]. Elles sont pourtant utilisées dans l'industrie agroalimentaire pour maitriser la texture des
produits, comme par exemple dans les matiéres grasses a tartiner.

3) Sous-groupe acide palmitique

Le meilleur exemple de ce groupe est l’huile de palme (Elaeis guineensis [297, 365, 406, 530]),
couramment utilisée dans les formulations cosmétiques ou alimentaires pour donner de la souplesse
et de la texture aux produits.

L’huile de noix pili (Canarium ovatum [237]), quoique moins connue, a le méme profil en acides gras.
Ces huiles sont plus intéressantes que les précédentes, car ’acide palmitique est moins délétére que
les acides laurique ou myristique [51, 190, 216, 249, 264, 268], en particulier quand il est estérifié sur
la position externe du glycérol [268], comme c’est le cas dans ces huiles (¢f. chapitre « Métabolisme des
lipides »).

4) Sous-groupe acide stéarique

Trois huiles sont incluses dans ce groupe, caractérisées par un profil majoritairement saturé, avec en
acide gras principal ’acide stéarique. Ce sont les beurres de cacao (Theobroma cacao [300]) et de karité
(Vitellaria paradoxa — anciennement Butyrospermum parkii — [300]), et 'huile d’amande de mangue
(Mangifera indica [469, 495]). Le beurre de cacao est utilisé principalement par lindustrie alimentaire,
tandis que le beurre de karité est rencontré dans des produits cosmétiques, mais aussi alimentaires
puisque son utilisation en tant qu’alternative au beurre de cacao a été autorisée en France [300].
L’intérét nutritionnel de ces sources réside dans la neutralité des acides stéarique et oléique (le
deuxiéme composé majoritaire des huiles de ce profil) vis-a-vis des lipides sanguins [51, 99, 176, 217,
264, 268].
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I. 2) Groupe acides gras monoinsaturés

1) Sous-groupe MUFA (>60%)

Le meilleur représentant de ce groupe a profil monoinsaturé est bien évidemment l’huile d’olive (Olea
europaea [53, 286, 318, 371, 413, 530]), qui contient presque 80% d’OA. Les huiles de noisette
(Corylus avellana [17, 96]), de noix de macadamia (Macadamia tetraphylla [236]), d’avocat (Persea
americana [340]), de noyau d’abricot (Prunus armeniaca [1]), de chufa (Cyperus esculentus [299]),
d’adjouaba (Haematostaphis barteri [142]) et de crambe (Crambe abyssinica [507]) ont le méme type de
profil.

Comme vu dans un chapitre précédent, ’'OA est neutre vis-a-vis des lipides sanguins, en particulier
du LDL-cholestérol [99, 175, 186, 187, 217]. Utiliser une huile comme celles de ce groupe permet donc
de compléter une formulation, a la maniére d’un excipient.

Ce groupe est le premier dans lequel on retrouve des huiles ayant la méme composition de base, mais
complétée par plus de 7,8% d’ALA. Dans ce sous-groupe « riche en ALA » sont classées les huiles de
colza (Brassica napus [286, 402, 506]), de bélize (Ximenia americana [142]) et de graine de moutarde
blanche (Brassica alba [96, 530]). Elles contiennent respectivement 9,9%, 12,5% et 10,3% d’ALA, et
associent donc la neutralité de ’OA a la présence de I’ALA [2, 3, 288].

Deux huiles font partie de ce groupe malgré un profil inhabituel. En effet, les huiles de crambe et de
graine de moutarde blanche contiennent de l'acide érucique (22:1 n-9) comme MUFA majoritaire, au
lieu de ’OA. Cet acide gras, donné chez 'animal a des doses importantes, a été soupconné d’avoir des
effets délétéres sur la santé [489]. Cette polémique a engendré la production dune variété de colza
sans acide érucique (ni glucosinolate, un autre composé néfaste pour l'alimentation animale
utilisatrice des tourteaux) : le colza 0:0, ou canola.

2) Sous-groupe MUFA+SFA+LA

Ce groupe est caractérisé par un profil en acides gras contenant moins de MUFA que le précédent,
avec du LA en remplacement. Il comprend les huiles d’arachide (Arachis hypogea [96, 129, 442, 506,
531]), de son de riz (Oryza sativa [223, 254, 321, 379]), d’avoine (Avena sativa [537]), de sarrasin
(Polygonum fagopyrum [223]), de pistache (Pistacia atlantica [S33]), d’érable cendré (Acer saccharinum
[125]), de ratanjyot (Jatropha curcas [161]), d’argan (Argania spinosa [423]) et de gokhru (Tribulus
terrestris [495]).

Le sous-groupe « riche en ALA » comprend les huiles d’érable -9% d’ALA- (Acer saccharum [125]) et de
baie d’argousier -8,8%- (Hippophae rhamnoides [238, 527]). Cette derniére montre un profil trés
intéressant, car elle apporte une proportion non négligeable de précurseur des AG n-3 avec moins de
20% de LA (15,65%), ce qui lui confére un ratio n-6/n-3 inférieur a 2.

I. 3) Groupe acides gras polyinsaturés

1) Sous-groupe LA (>60%)

Les huiles de ce groupe comprennent une majorité de PUFA, dont plus de 60% de LA. En gardant a
lesprit quun excés d’AG n-6 provoque un état pro-inflammatoire dans l'organisme [2, 3, 288], ces
huiles semblent étre trop riches en LA pour étre intéressantes. Cela rend complexe leur utilisation en
formulation, a cause du ratio n-6/n-3, dont la valeur recommandée inférieure a 5 semble alors difficile
a maintenir [287]. La seule alternative permettant leur utilisation est de les mélanger avec des huiles
de profils différents.

Les produits rassemblés dans ce groupe sont les huiles de pépin de raisin (Vitis vinifera [76, 472, 495,
530]), d’onagre (Oenothera biennis [197, 417, 448, 530]), de pépin de melon (Cucumis melo [118]), de
graine de tabac (Nicotiana tabacum [4935]), de graine de paprika (Capsicum annuum [137]), de carthame
(Carthamus tintorius [27, 96, 375, 407, 530]), de salicorne (Salicornia bigelovii [27]), et de thumba
[495].

L’huile de pépin de cassis (Ribes nigrum [472]) contient plus de 7,8% d’ALA en complément de cette
grande quantité de LA (11,9%). De plus, cette matiére premiére contient plus de 12% de GLA [472], qui
pourrait étre le composé hypocholestérolémiant de la famille n-6, selon Horrobin et Huang (1987)
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[206]. Au contraire, 'huile d’onagre contient également une proportion importante de GLA, mais
quasiment pas d’ALA.

Ce niveau de précurseur des AG n-3 dans lhuile de pépin de cassis en fait le produit le plus
intéressant de ce groupe car son ratio n-6/n-3 est abaissé a 4,4 par cet apport en ALA. Il est malgré
tout nécessaire de rappeler que la consommation d’AG n-6 dans la population francaise est
excédentaire, et que les dérivés pro-inflammatoires générés par ces acides gras imposent certaines
précautions quant a l'utilisation d’une telle huile (c¢f. chapitre « Métabolisme des lipides »).

2) Sous-groupe LA+SFA

Le profil des produits de ce groupe contient majoritairement du LA, additionné de SFA (principalement
du palmitique), et, comme dans le cas précédent, ils ne paraissent pas intéressants utilisés seuls [51,
216, 249, 264, 268, 517]. Sont retrouvées dans ce groupe les huiles de graine de coton (Gossypium
hirsutum [96, 223, 230, 366, 506, 530]), de cumin noir (Nigella sativa [28]), de pépin de pastéque
(Citrullus sp. [137]), de cactus (Opuntia ficus indica [409]), d’amarante (Amaranthus hypocondriacus
[223]) et de graine de niger (Guizotia abyssinica [410, 495]).

Les huiles de noix (Juglans regia [492]) et de lupin (Lupinus mexicanus [162]) montrent un profil
comparable, avec en supplément 10% et 8% d’ALA, respectivement.

3) Sous-groupe LA+MUFA

L’huile de tournesol (Helianthus annuus [96, 178, 183, 365, 506, 530]) contient principalement du LA
et de 'OA. Les huiles suivantes ont le méme profil : mais (Zea mays [96, 169, 223, 286, 339, 476,
530]), germe de blé (Triticum aestivum [132, 381, 530]), artichaut (Cynara scolymus [334]), sésame
(Sesamum indicum [4, 20, 96, 97, 123, 223, 254, 286, 530]), pépin de citrouille (Cucurbita pepo [137,
532]), oignon (Allium cepa [495]), cumin (Cuminum cymimum [383]), bourrache (Borago officinalis [338,
417, 448]), quinoa (Chenopodium quinua [223]), deux sous-especes d’amarante (Amaranthus caudatus
[63] et Amaranthus cruentus [223]), haricot africain (Pentaclethra macrophylia [13]) et kénaf (Hibiscus
cannabinus [337]).

Parmi ces sources, ’huile de bourrache se distingue par sa teneur en GLA, qui atteint 22% des acides
gras totaux [338, 417, 448]. Comme pour l’huile de pépin de cassis dans le sous-groupe précédent,
l’huile de bourrache pourrait avoir un effet hypocholestérolémiant grace a cette particularité de
composition [206].

Quelques huiles ont le méme profil que celles citées ci-dessus, mais additionné de plus de 7,8% d’ALA.
Ce sont les huiles de soja (Glycine max [96, 223, 286, 466, 506, 530]), chanvre (Cannabis sativa [374,
383, 530]), fénugrec (Trigonella foenum-graecum [528]) et pépin de canneberge (Vaccinium oxycoccos
[383]). Ces trois produits contiennent respectivement 7,8%, 19,7%, 23,2% et 22,3% de précurseur des
n-3, ce qui leur confére des ratios n-6/n-3 compris entre 1,8 et 6,7.

Si une huile riche en LA est nécessaire pour préparer un mélange, ces derniéres devront étre préférées
a celles des paragraphes 1) et 2), puisqu’elles apportent de ’ALA plutét que des SFA [99, 175].

4) Sous-groupe ALA+MUFA

Ces deux derniers groupes sont dédiés aux huiles contenant en majorité de I’ALA, de 28% a presque
55% des acides gras totaux.

Méme si la conversion de ’ALA n’est pas suffisante pour produire la quantité de dérivés a longue
chaine nécessaire a 'organisme, sa conversion en EPA est malgré tout utile pour contrecarrer les effets
déléteres d’'un régime trop riche en AG n-6 [2, 3, 288].

Dans ce premier groupe, les huiles contiennent en majorité des MUFA en plus du précurseur des n-3.
Ce sont les huiles de cameline (Camelina sativa [457]), de lin (Linum usitatissimum [254, 407, 530]), de
périlla (Perilla frutescens [286, 303]) et de matthiole (Matthiola tricuspidata [197]). Parmi elles, les
huiles de lin et de périlla sont les plus riches en ALA, avec des valeurs de 55% chacune, contre 43,9%
et 38,1% pour la matthiole et la cameline, respectivement.
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5) Sous-groupe ALA+LA

Le dernier groupe de ce classement comprend les huiles de pourpier (Portulaca oleracea [177, 301]), de
chia (Salvia hispanica [29, 100, 197]), de pépin de framboise (Rubus idaeus [375]), de graine
d’argousier (Hippophae rhamnoides [238, 527]) et de salicorne (Salicornia europaea [177]).

Le profil des produits de ce groupe associe un niveau d’ALA supérieur a 28% (pourpier : 32,4%, chia :
61,3%, pépin de framboise : 29,1%, graine d’argousier : 28,8%, salicorne : 28%), avec 20% ou plus de
LA. Avec des ratios n-6/n-3 inférieurs a 2, ces huiles sont trés intéressantes car elles permettent
d’apporter les deux acides gras essentiels.

I. 4) Les sources végétales classées selon leur profil nutritionnel

Les tableaux D-IV a D-IX résument les données disponibles a propos des sources d’huiles, classées
selon les clés présentées ci-dessus, c’est-a-dire selon leur profil en acides gras et donc selon leur
impact sur les lipides sanguins.

Les sources sont regroupées en fonction de leur type d’acides gras majoritaire (SFA, MUFA et PUFA).
Chaque classe est subdivisée selon le deuxiéme acide gras majoritaire du profil.

Cette classification permet d’avoir une image générale du potentiel nutritionnel de nombreuses
sources d’huiles végétales, et constitue un outil intéressant pour le formulateur de produits a matrice
lipidique.
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Tableau D-1IV : Composition en acides gras des huiles végétales présentant un profil majoritairement saturé (sous-groupes CA, LRA+MA, PA et SA).

SFA
Sous-groupe CA LRA + MA PA SA
Nom Cuphea Cuphea Noix de coco Palmiste Cuphea Cuphea Cuphea Noix du Babassu Palme Noix pili Beurre de Beurr.e'de Amande de
Cambodge cacao karité mangue
Latin Cuphea Cuphea Cocus Elaeis Cuphea Cuphea Cuphea Irvingia Orbignya Elaeis Canarium Theobroma Vitellaria Mangifera
ilavea leptopoda nucifera guineensis laminuligena tolucana wrightii malayana oleifera guineensis ovatum cacao paradoxa indica
C8:0 1,0 1,8 7,6 4,1 0,5 0,5 0,4 - 5,5 0,1 - - - -
C10:0 85,8 92,6 6,5 3,7 19,5 22,7 29,6 2,7 6,1 0,1 - - - -
C12:0 1,7 0,2 48,2 46,0 654 62,2 57,2 42,5 34,1 0,4 - - - -
C14:0 - 03 18,5 17,8 6,3 4,7 33 42,1 19,2 1,1 0,1 - - -
C16:0 2,1 1,2 8,7 84 2,1 1,9 1,7 7.3 10,6 438 333 25,1 5,0 8,9
C18:0 0,6 0,2 2,7 1,6 0,2 0,2 0,2 1,6 43 4,4 10,9 36,4 41,0 40,3
C20:0 0,4 0,1 0,1 - 0,2 0,2 0,1 - - 0,3 0,2 1,2 0,6 2,5
C22:0 - - - - - - - - - 0,1 - 0,2 - 0,6
C24:0 - - - - - - - - - 0,1 - - - 0,5
Total SFA 91,6 96,4 92,6 81,9 94,2 92,4 92,5 96,2 79,8 50,4 44,5 62,9 46,5 52,8
Cle6:1 n-7 - - - - - - - - - 0,2 - - - -
Cl16:1 n-9 - - - - - - - - - - 0,3 - - -
C17:1 n-7 - - - - - - - - - - - - - -
C18:1 n-9 - - 6,0 16,4 - - - 2,3 17,1 39,1 44,7 34,1 48,0 41,3
C18:1 n-7 - - - - - - - - - - - - - -
C20:1 n-9 - - 0,1 - - - - - - 0,1 - - 0,1 -
C20:1 n-7 - - - - - - - - - - - - - -
C22:1 n-9 - - - - - - - - - - - - - -
C24:1 n-9 - - - - - - - - - - - - - -
Total MUFA 0,0 0,0 6,1 16,4 0,0 0,0 0,0 2,3 17,1 394 45,0 34,1 48,0 41,3
C18:2 n-6 4,0 1.5 1.8 3,1 1,4 2,2 2,1 1.5 3,1 10,2 10,1 2,8 5,1 6,9
C18:3 n-3 42 2,0 0,1 - 43 53 5,1 - - 0,3 0,5 0,2 0,3 0,5
C18:3 n-6 - - - - - - - - - - - - - -
C18:4 n-3 - - - - - - - - - - - - - -
C20:2 n-6 - - - - - - - - - - - - - -
C20:3 n-6 - - - - - - - - - - - - - -
C20:4 n-6 - - - - - - - - - - - - - -
C20:5n-3 - - - - - - - - - - - - - -
C22:2 n-6 - - - - - - - - - - - - - -
C22:4 n-6 - - - - - - - - - - - - - -
Total PUFA 8,2 35 1,9 3,1 5,7 7,5 7,2 1,5 3,1 10,5 10,6 3,0 5,4 74
Total n-6 4,0 1,5 1,8 3,1 1.4 2,2 2,1 1,5 3,1 10,2 10,1 2,8 51 6,9
Total n-3 4,2 2,0 0,1 - 4,3 53 5,1 - - 0,3 0,5 0,2 0,3 0,5
Ratio n-6/n-3 1,0 0,8 18 - 0,3 0,4 0,4 - - 34 20 14 17 14
Références [436] [436] [75, 284, 382, [43,382] [436] [436] [436] [164] [32] [297, 365, 406, [237] [300] [300] [469, 495]
530] 530]

Abréviations : SFA : acides gras saturés ; CA :

acide caprique ; LRA : acide laurique ; MA : acide myristique ; PA :

acide palmitique ; SA : acide stéarique.
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Tableau D-V: Composition en acides gras des huiles végétales présentant un profil majoritairement monoinsaturé (sous-groupe MUFA).

MUFA
Sous-groupe MUFA
Nom Olive Noisette Noix de' Avocat ?“’yf‘“ Chufa Adjouaba Crambe Colza Bélize Graine de moutarde
Macadamia d’abricot blanche
. Olea Corylus Macadamia Persea Prunus Cyperus Haematostaphis Crambe Brassica Ximenia .

Latin ; . X L ; Brassica alba

europaea avellana tetraphylla americana armeniaca esculentus barteri abyssinica napus americana
C8:0 - - - - - - - - - 0.6 -
C10:0 - - - - - - - - - - -
C12:0 - - - - - - - - - - -
Cl14:0 0,0 0,0 1,3 - - 0,2 42 - 0,1 - -
Cl16:0 12,1 4,9 9,7 15,7 4.4 13,8 1.4 22 5,1 33 -
C18:0 2,6 2,7 2,1 0,7 0,5 32 15.4 - 1,7 35 -
C20:0 0,4 0,1 1,7 - - 0,4 - - 0,6 - 1.6
C22:0 0,1 0,1 0,5 - - - - - 0,3 - 12
C24:0 0,1 0,0 0,2 - - - - - 0,2 - 0.6
Total SFA 15,3 7,8 154 16,4 4,8 17,5 21.0 2.2 8,0 7.3 34
Cl6:1 n-7 0,8 0,2 26,7 73 0,1 0,3 - - 0,2 - -
Cl6:1 n-9 - - - - - - - - - - -
C17:1 n-7 0,2 0,1 - - - - - - - - -
C18:1 n-9 72,5 82,7 48,4 60,3 66,3 72,6 69.4 16.5 60,1 72.1 232
C18:1 n-7 - - 3,0 - - - - - - - -
C20:1 n-9 0,3 0,2 2,0 0,2 - - - 4.7 1,4 - 8.8
C20:1 n-7 - - - - - - - - - - -
C22:1 n-9 - 0,0 0,7 - - - 2.7 62.5 0,4 35 36.5
C24:1 n-9 - 0,0 - - - - - - 0,3 1.2 -
Total MUFA 73,8 83,1 80,4 67,8 66,4 72,9 72.1 83.7 62,4 76.8 68.5
C18:2 n-6 9,4 8,9 3.4 13,7 28,6 8,9 - 9.3 21,5 1.3 8.9
C18:3 n-3 0,6 0,1 0,2 1.4 0,1 0,4 - 4.8 9,9 10.3 12.5
C18:3 n-6 - - - - - - - - - - -
C18:4 n-3 - - - - - - - - - - -
C20:2 n-6 - - - - - - 6.9 - 0,1 - -
C20:3 n-6 - - - - - - - - - 3.4 -
C20:4 n-6 - - - 0,1 - - - - - 0.6 -
C20:5 n-3 - - - - - - - - - - -
C22:2 n-6 - - - - - - - - - - -
C22:4 n-6 - - - - - - - - - - -
Total PUFA 10,0 9,0 3,6 15,2 28,8 9,3 6.9 14.1 31,5 15.6 21.4
Total n-6 9,4 89 34 13,8 28,6 89 6.9 9.3 21,6 5.3 8.9
Total n-3 0,6 0,1 0,2 1,4 0,1 0,4 - 4.8 9,9 10.3 12.5
Ratio n-6/n-3 16 89 17 9,8 286 22 - 1.9 2,2 0.1 0.7
Références [53, 286, [17,96] [236] [340] [1] [299] [142] [507] [286, 402, [142] [96, 530]

318,371, 506]

413, 530]

Abréviation : MUFA : acides gras monoinsaturés.
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Tableau D-VI : Composition en acides gras des huiles végétales présentant un profil majoritairement monoinsaturé (sous-groupe MUFA+SFA+LA).

MUFA

Sous-groupe MUFA + SFA + LA
Nom Arachide Son de riz Avoine Sarrasin Pistache i;t:l; Ratanjyot Argan Gokhru Erable Baie d’argousier
Latin Arachis Oryza sativa Avena sativa Pply gonum Pistacia atlantica Acer. Jatropha Argama Trtbulu:v Acer saccharum Hippop flae

hypogea fagopyrum saccharinum curcas spinosa terrestris rhamnoides
C8:0 - - - - - - - - - - -
C10:0 - - - - - - - - - - -
C12:0 - - - - - - - - - - -
C14:0 0,1 0,4 - 0,2 - - 0,1 0,1 23,5 - -
C16:0 10,4 18,2 18,0 19,5 24,0 10,5 15,3 12,3 12,9 10,1 27,0
C18:0 3,0 1,9 1,7 2,2 1,8 3,0 6,6 5,1 - 2,5 1,4
C20:0 1,2 0,7 - 1,5 - 0,3 0,2 0,2 - 0,3 -
C22:0 2,30 0,2 - 1,3 - 0,3 - 0,1 - 0,3 -
C24:0 1,4 - - 0,5 - 0,3 - - - 0,2 -
Total SFA 18,3 21,3 19,8 25,2 258 14,4 22,2 17,8 36,4 134 28,3
Cl16:1 n-7 0,2 0,2 - 0,3 1,2 0,5 - 0,1 - 0,6 25,6
Cl16:1 n-9 - - - - - - - - - - -
C17:1 n-7 0,1 - - - - - - - - - -
C18:1 n-9 479 41,7 39,8 37,1 46,0 27,6 40,1 45,7 34,0 21,3 14,9
C18:1 n-7 - - - - - 7.9 - - - 9,0 6,8
C20:1 n-9 1,3 - - - - 4,0 - 0,2 - 3,7 -
C20:1 n-7 - 0,5 - - - 0,5 - - - 0,6 -
C22:1 n-9 0,1 - - - - 3,1 - - - 34 -
C24:1 n-9 - - - - - 2,4 - - - 2,7 -
Total MUFA 49,6 424 39,8 374 47,2 46,0 40,1 459 34,0 41,3 47,2
C18:2 n-6 30,3 34,6 37,7 35,5 274 29,4 359 34,4 20,8 30,8 15,7
C18:3 n-3 0,4 1,2 1,3 1,9 - 52 0,2 1.4 - 9,0 8,8
C18:3 n-6 - - - - - 0,5 - - - 0,8 -
C18:4 n-3 - - - - - - - - - - -
C20:2 n-6 - - - - - - - - - - -
C20:3 n-6 - - - - - - - - - - -
C20:4 n-6 - - - - - - - - - - -
C20:5 n-3 - - - - - - - - - - -
C22:2 n-6 - - - - - - - - - - -
C22:4 n-6 - - - - - - - - - - -
Total PUFA 30,8 35,9 389 374 27,4 35,1 36,1 358 20,8 40,6 24,5
Total n-6 30,3 34,6 37,7 35,5 27,4 29,9 359 34,4 20,8 31,6 15,7
Total n-3 0,4 1,2 1,3 1,9 - 52 0,2 1.4 - 9,0 8,8
Ratio n-6/n-3 76 29 29 19 - 5,7 180 25 - 34 1,8
Références [96, 129, [223,254, 321, [537] [223] [533] [125] [161] [423] [495] [125] [238, 527]

442, 506, 379]

531]

Abréviations : MUFA : acides gras monoinsaturés ; SFA : acides gras saturés ; LA : acide linoléique.
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Tableau D-VII : Composition en acides gras des huiles végétales présentant un profil majoritairement polyinsaturé (sous-groupes LA et LA+SFA).

PUFA
Sous-groupe LA LA + SFA
Nom Pc’p.in. de Onagre Pépin de Graine de Grain.e de Carthame Salicorne Thumba Pépin de cassis Graine de C““.li" Pépi}] de Cactus Amarante Gra.inc de Noix Lupin
raisin melon tabac paprika coton noir pastéque niger
Latin .Vl:tiS Oer.mth.em Cucumis Nicotiana Capsicum Ca.rtha{nus Sa'liwrnf"a B Ribes nigrum Gqssypiu)?z Nigglla Citrullus sp. Opu.nti{z ficus Amarantl.ms Guiz?tl.'a Juglzfns Luginus
vinifera biennis melo tabacum annuum tintorius bigelovii hirsutum sativa indica hypocondriacus abyssinica regia mexicanus
C8:0 - - - - - - - - - - - - - - - - -
C10:0 - - - - - - - - - - - - - - - - -
C12:0 - - - - B - - - - - - - - - - - B
C14:0 - 0,0 0,0 0.7 - - - 9.2 - 0.8 10,5 0,1 0,6 03 44 0,1 04
C16:0 45 6,0 9,5 9.4 13,8 6,1 75 6,9 6,3 242 11,0 113 273 23,1 12,0 104 20,8
Cl18:0 2.1 1.6 49 - 37 23 1.5 - 2,0 23 35 10,2 26 36 30 39 50
€20:0 0.2 03 02 - - 04 - - - 0.2 1,0 - - 0,7 0.2 03 0.2
C22:0 - 0,1 - - - 0,3 - - - 0,1 0,9 - - 0,2 0,3 0,1 0,0
24:0 - - 0,1 - - 0,1 - - - 0,1 03 - - - 0,1 - -
Total SFA 6,7 8,1 14,8 10,1 17,6 9,1 9,0 16,1 8,3 27,8 27,0 21,7 30,4 27,9 20,0 14,8 26,4
Cl16:1 n-7 - 0,1 0.2 - 0,1 0,1 - - - 0,7 0.6 0,3 1.7 0,1 - 04 -
C16:1 n-9 - - - - - - - - - - - - - - - - 0,5
C17:1 n-7 - - 0,0 - - - - - - - - - - - - - -
C18:1 n-9 176 8,3 194 137 14,6 134 134 196 144 174 19,5 18,1 14,6 253 13,5 - 16,9
C18:1 n-7 0,8 0,6 - - - - - - 0,9 - - - - - - - -
€20:1 n-9 - 0.3 0,1 - - 0.2 - - 1.0 0,1 - - - 0.2 - - -
€20:1 -7 - - - - - - - - - - - - - - - - -
C22:1 n-9 - 0,1 04 - - - - - - 0,0 0,9 - - - - - -
C24:1 n-9 - - - - - 0.2 - - - - - - - - - - -
Total MUFA 18,4 9.4 20,1 13,7 14,7 13,9 13,4 19,6 16,3 18,2 21,0 18,4 16,3 25,6 13,5 0,4 17,4
C18:2 n-6 64,5 73,8 64,1 70,7 67.8 76,0 75,5 62.7 483 532 483 59,6 453 458 65.4 74,0 477
Cl18:3 n-3 0,6 0,1 0,2 0,9 - 0,3 2,0 0,2 11,9 0,2 2.4 0,4 73 0,8 0,1 10,0 82
C18:3 -6 04 9.5 - - - - - - 12,9 - - - 03 - - - -
Cl18:4 n-3 - - - - - - - - 1.9 - - - - - - - -
€20:2 n-6 - 0,1 - - - - - - 03 - - - - - - - -
C20:3 n-6 - - - - - - - - - - - - - - - - -
C20:4 n-6 - - - - - 0,5 - - - - - - - - - - -
€20:5 -3 - - - - - 0,5 - - - - - - - - 0,9 - -
C22:2 n-6 - - - - - - - - - - - - - - - - -
C22:4 n-6 - - - - - - - - - - - - - - - - -
Total PUFA 65,4 83,4 64,3 71,6 67,8 71,3 71,5 62,9 75,3 53,4 50,7 60,0 52,9 46,6 66,5 84,0 55,8
Total n-6 64,9 83,3 64,1 70,7 67,8 76,5 75,5 62,7 61,5 53,2 483 59,6 45,6 45,8 65,4 74,0 47,7
Total n-3 0,6 0,1 0,2 0,9 - 0,8 2,0 0,2 13,8 0,2 24 0,4 7,3 0,8 1,1 10,0 8,2
Ratio n-6/n-3 108 738 321 79 - 253 38 313 4,1 266 20 149 6,2 57 654 74 58
Références [76,472,  [197,417, 448, [118] [495] [137] [27, 96, 375, 27 [495] [472] [96, 223, 230, [28] [137] [409] [223] [410, 495] [492] [162]
475, 530] 530] 407, 530] 366, 506, 530]
Abréviations : PUFA : acides gras polyinsaturés ; LA : acide linoléique ; SFA : acides gras saturés.
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Tableau D-VIII : Composition en acides gras des huiles végétales présentant un profil majoritairement polyinsaturé (sous-groupe LA+MUFA).

PUFA
Sous-groupe LA + MUFA
Nom Tournesol Mais Germe de blé Artichaut Sésame P.c'pin.de Oignon Cumin Bourrache Quinoa Amarante Amarante H“Fic?‘ Kénaf Soja Chanvre Fénugrec Pépin de
citrouille africain canneberge
Latin Helianthus Zea Triti.cum Cynara S'esa.mum Cucurbita Allium Cum.inum Bor.ago. Cheno'podium Amaranthus Amaranthus Pentaclethra 11ibisc.us Glycine Cann.abis 7;;’5;;’;1{“ Vaccinium
annuus mays aestivum scolymus indicum pepo cepa cymimum officinalis quinua caudatus cruentus macrophylla cannabinus max sativa g aecum oxycoccos
C8:0 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
C10:0 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
C12:0 0,5 - - - - - - - - - - 0,7 - 0,5 - - - -
C14:0 0,1 - - - 0,1 0,2 0,7 0,2 0,1 0,3 - 0,2 - 0,5 0,1 - 0,2 -
C16:0 6,4 12,3 17,5 13,9 9,6 12,8 9,1 12,1 11,9 11,4 15,4 21,3 38 20,1 10,8 6,3 10,8 7.8
C18:0 4,5 1,9 1,0 34 5,0 9,0 44 34 43 0,8 35 3,7 0,7 32 39 2.8 5,1 1,9
C20:0 03 0.4 0,2 0,3 0,6 - - 0,2 0,2 0,3 0,8 0,7 1,5 0,5 0,3 0,7 2,1 -
C22:0 0,8 0,1 - 0,1 0,2 - - - 0,2 0,2 0,4 03 3.9 0,3 0,2 0,3 0,9 -
C24:0 0,2 0,1 - 0,3 0,1 - - - - - 0,3 - 12,5 0,1 0,3 - - -
Total SFA 12,8 14,8 18,7 18,0 15,7 22,0 14,2 16,0 16,6 13,0 20,4 27,0 22,4 25,1 15,7 10,1 19,1 9,7
Cl16:1 n-7 0,1 0,1 - 0,1 0,2 0,4 - - 0,2 0,1 - 0,3 - 1,6 0,2 - - -
C16:1 n-9 - - 1,1 - - - - 1,0 - - - - - - - - - -
C17:1 n-7 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
C18:1 n-9 22,1 27,7 19,1 30,0 39,7 25,7 343 24,0 18,7 25,6 29,7 31,1 28,2 29,2 23,9 12,1 15,9 22,7
C18:1 n-7 - - - - - - - - 0,1 - - 1,2 - - - - - -
C20:1 n-9 0,2 0,3 1,6 - 0,2 - - 0.4 39 1,0 - 0,3 0,7 0,2 0,1 - 0,8 -
C20:1 n-7 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
C22:1 n-9 0,1 0,0 0,4 - 0,0 - - - 2,1 0,5 - - 1,6 0,7 - - 9,7 -
C24:1 n-9 - - 0,2 - - - - - 1,2 - - - - - - - - -
Total MUFA 22,4 28,1 22,4 30,1 40,1 26,1 34,3 25,4 26,1 27,2 29,7 32,9 30,5 31,7 24,2 12,1 26,4 22,7
C18:2 n-6 65,6 56,1 55,2 51,2 45,0 513 44,6 55,8 38,5 52,8 45,0 40,2 35,8 45,9 52,1 55,9 41,2 443
Cl18:3 n-3 0,5 1,0 6,1 - 04 0,2 0,3 0,2 0,4 7,0 - 0,7 - 0,7 7.8 19,7 232 22,3
C18:3 n-6 - - - - - - - - 21,9 - - - - - - 2.8 - -
C18:4 n-3 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
C20:2 n-6 - - 0,2 - 0,1 - - 2,6 0,2 - - - 0,9 - - 0,8 - 1,0
C20:3 n-6 - - - - 0,2 - - - - - - - - - - - - -
C20:4 n-6 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
C20:5 n-3 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
C22:2 n-6 - - - - - - - - - - - - 37 - - - - -
C22:4 n-6 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Total PUFA 66,0 57,1 61,5 51,2 45,7 51,5 44,9 58,7 60,9 59,8 45,0 40,9 40,4 46,6 59,8 79,1 64,4 67,6
Total n-6 65,6 56,1 55,4 51,2 45,3 51,3 44,6 58,4 60,6 52,8 45,0 40,2 40,4 45,9 52,1 59,4 41,2 453
Total n-3 0,5 1,0 6,1 - 0,4 0,2 0,3 0,2 0,4 7,0 - 0,7 - 0,7 7.8 19,7 23,2 22,3
Ratio n-6/n-3 131 56 9,2 - 113 257 149 279 96 7,5 - 57 - 66 6,7 2,8 1,8 2,0
Références [96, 178, 183, [96, [132, 381, 530] [334] [4, 20, 96, [137,532] [495] [383] [338, 417, [223] [63] [223] [13] [337] [96, 223, [374, 383, [528] [383]
365, 506, 530] 169, 97,123, 448] 286, 466, 530]
223, 223,254, 506, 530]
286, 286, 530]
339,
476,
530]

Abréviations : PUFA : acides gras polyinsaturés ; LA : acide linoléique ; MUFA : acides gras monoinsaturés.
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Tableau D-IX : Composition en acides gras des huiles végétales présentant un profil majoritairement polyinsaturé (sous-groupes ALA+MUFA et ALA+LA).

PUFA
Sous-groupe ALA + MUFA ALA +LA
. . - . . . Pépin de Graine .
Nom Cameline Lin Périlla Matthiole Pourpier Chia f . . . Salicorne
ramboise d’argousier

. Camelina Linum Perilla Matthiola Portulaca Salvia . Hippophae Salicornia

Latin ; o . . ; ) Rubus idaeus .
sativa usitatissimum frutescens tricuspidata oleracea hispanica rhamnoides europaea

C8:0 - - - - - - - - -
C10:0 - - - - - - - - -
C12:0 - - - - - - - - -
C14:0 - - - - 0,2 - - - 1,3
C16:0 53 6,1 9,1 9,5 16,4 6,8 2,7 8,4 21,6
C18:0 3,0 3.4 2,7 6,0 3,6 32 1,0 2,8 2,9
C20:0 1.4 0,5 - - 1,2 - - - 2,4
C22:0 - - - - 0,1 - - - 2,5
C24:0 - - - - 0,2 - - - -
Total SFA 9,7 10,0 11,9 15,5 21,7 10,0 3,7 11,1 30,6
Cl6:1 n-7 - 0,1 - - - - - - 1,4
Cl16:1 n-9 - - - - - - - - -
C17:1 n-7 - - - - - - - - -
C18:1 n-9 18,7 18,4 18,4 26,6 11,8 73 12,0 19,2 4,4
C18:1 n-7 - - - - - - - 2,3 1,5
C20:1 n-9 11,6 - - - - - - - -
C20:1 n-7 - - - - - - - - -
C22:1 n-9 2,5 - - - - - - - -
C24:1 n-9 - - - - - - - - -
Total MUFA 32,8 18,5 18,4 26,6 11,8 73 12,0 21,5 73
C18:2 n-6 16,0 16,8 14,9 12,4 34,1 19,8 54,5 38,5 235
C18:3 n-3 38,1 55,0 55,0 439 324 61,3 29,1 28,8 28,0
C18:3 n-6 - - - - - - - - 0,6
C18:4 n-3 - - - - - - - - 0,4
C20:2 n-6 - - - - - - - - -
C20:3 n-6 - - - - - - - - -
C20:4 n-6 - - - - - - - - -
C20:5 n-3 - - - - - - - - 0,4
C22:2 n-6 - - - - - - - - -
C22:4 n-6 - - - - - - - - 1,9
Total PUFA 54,1 71,8 69,9 56,3 66,5 81,1 83,6 67,3 54,8
Total n-6 16,0 16,8 14,9 12,4 34,1 19,8 54,5 38,5 259
Total n-3 38,1 55,0 55,0 439 324 61,3 29,1 28,8 28,9
Ratio n-6/n-3 0,4 0,3 0,3 0,3 1,1 0,3 1,9 1,3 0,8
Références [457] [254, 407, 530] [286, 303] [197] [177,301] [29, 100, 197] [375] [238, 527] [177]

Abréviations : PUFA : acides gras polyinsaturés ; ALA : acide a-linolénique ; MUFA : acides gras monoinsaturés ; LA : acide linoléique.

-87-



BASES DE LA FORMULATION

I. 5) Discussion sur ces sources végétales

Dans le régime alimentaire occidental, comme par exemple en France, en Allemagne ou au Royaume-
Uni, les lipides représentent 40% de la ration calorique, les SFA comptant pour la moitié. La
proportion de PUFA est inférieure a 15% (11% de LA, 0,8% d’ALA, 0,25% d’EPA+DHA), avec un ratio n-
6/n-3 aux alentours de 15 [239, 503, 504]. Ceci ne correspond pas aux recommandations des
différents gouvernements, qui conseillent en général un apport lipidique ne dépassant pas 30% de
I’énergie, avec 33% de SFA et un ratio n-6/n-3 de 5 ou moins : PAFSSA [287], le National cholesterol
education program édité par un groupe de travail d’experts américains pour le management de
I’hypercholestérolémie [356], I’American heart association [260] et la Deutsche gesellschaft fiir
erndhrung (équivalent allemand de 'AFSSA) [542].

Il y a, a I’heure actuelle, une prise de conscience de l'industrie agroalimentaire par rapport a la notion
de « qualité des lipides », en dehors de celle de « quantité de lipides ». Pour répondre a cette demande,
en particulier en PUFA comme I’ALA, de nouvelles sources d’huiles végétales doivent étre utilisées a la
place des classiques huiles de tournesol ou de palme.

La classification réalisée dans ce chapitre met en lumiére deux groupes différents, selon les acides
gras recherchés par le formulateur. Les huiles de ’avant-dernier groupe — cameline, lin, périlla et
matthiole — se distinguent par leur forte teneur en ALA, si seul cet acide gras est nécessaire, et celles
du dernier groupe — pourpier, chia, pépin de framboise et graine d’argousier — sont intéressantes si les
deux PUFA essentiels sont recherchés.

L’EPA et le DHA, absents des huiles végétales, ont été mis en avant dans la synthése bibliographique
concernant I'impact des acides gras alimentaires sur les lipides sanguins [110, 122, 166, 167, 171,
174, 235, 311, 343, 369, 400, 411, 439, 461, 462, 464, 490]. Cependant, le rendement de conversion
de I'’ALA en ces dérivés a longue chaine ne permet pas d’apporter a lorganisme les quantités
suffisantes a son métabolisme, en particulier en ce qui concerne le DHA [41, 57, 66-68, 102, 185, 333,
341, 411]. C’est pourquoi des huiles de poisson ou d’algues peuvent étre utilisées en plus des sources
végétales présentées dans ce chapitre. Ceci est le sujet du chapitre suivant.

Pour revenir aux sources végétales présentées ici, plusieurs difficultés majeures peuvent empécher
l'utilisation de ces huiles nutritionnellement intéressantes.

La premieére est le statut alimentaire de ces produits. En effet, ’huile de périlla a recu un avis
défavorable du CSHPF [104], que ce soit en alimentation courante ou en complément alimentaire.
L’huile de lin a été interdite en alimentation en France [198, 199], mais un rapport récent de 'AFSSA a
émis un avis différent, qui doit encore étre validé par la Direction générale de la concurrence, de la
consommation et de la répression des fraudes (DGCCRF) [200]. Pour les autres huiles, la premiére
entreprise qui voudra les utiliser dans un produit alimentaire devra remplir un dossier de « novel
food » auprés de UEuropean food safety authority (EFSA), ce qui représente un parcours long et
couteux.

Une deuxieme difficulté est la disponibilité de ces huiles. En effet, si la cameline, le périlla, le lin et
largousier existent en format industriel ou semi-industriel, ce n’est pas le cas pour les huiles de pépin
de framboise, de chia, de pourpier ou de salicorne. Une production industrielle de chia a été lancée en
Argentine en 1998, mais il semble que des difficultés aient entravé le projet puisque cette matiére
premiére n’est toujours pas disponible sur le marché. Le pourpier est peut-étre une piste intéressante,
puisqu'il est utilisé en Gréce (en particulier en Créte) comme aliment pour le bétail.

Enfin, il est important de noter que l'utilisation d’huiles polyinsaturées, comme celles contenant de
grandes quantités d’ALA par exemple, influe de maniére négative sur la stabilité et donc sur la durée
de vie des produits alimentaires. En effet, l'oxydabilité des huiles augmentant avec le nombre
d’insaturations, I’emploi d’huile de cameline ou de lin nécessite un travail de formulation des matrices
alimentaires, avec utilisation d’antioxydants, voire d’autres technologies de protection.

Additionnées, ces difficultés ont empéché les industriels agroalimentaires d’utiliser ces sources
alternatives dans des produits finis commercialisés. Si une tendance vers des profils en acides gras
plus équilibrés est visible dans le secteur des corps gras « non beurre », la majorité des produits
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BASES DE LA FORMULATION

alimentaires a matrice lipidique ne montre rien de semblable. Dans ces derniers cas, le cott reste le
facteur majeur en formulation, et conduit a l'utilisation de sources traditionnelles et bon marché.

II/ Composition des huiles de poissons et autres organismes marins

Contrairement au chapitre précédent, dans lequel des huiles végétales ont été classées en fonction de
leur profil général en acides gras, 56 huiles de poisson ou d’autres organismes marins ont été
étudiées, cette fois a la recherche exclusivement d’EPA et de DHA, les LCPUFA de la famille n-3
impliqués dans le fonctionnement du systéme cardio-vasculaire. Les trois groupes principaux sont
formés par les huiles dont le profil contient majoritairement de 'EPA, ou du DHA, ou les deux acides
gras en quantités équivalentes. Dans ces groupes, une subdivision a été créée pour différencier les
sources apportant plus ou moins de 20% des acides gras d’intérét, de maniére a mettre en lumieére les
huiles intéressantes du point de vue de ’apport en EPA et DHA.

Pour certaines huiles, les publications scientifiques offrent plus d’informations, en donnant les profils
en acides gras de l’huile et de la lécithine de l'organisme de maniére séparée. Dans le cas de la
lécithine, le nom de 'organisme est suivi de ’abréviation PL.

II. 1) Majorité d’EPA

1) Supérieur a 20% des acides gras totaux

Dans ce premier sous-groupe, dans lequel sont classées les huiles contenant majoritairement de I’EPA,
seules des huiles issues d’organismes marins autres que les poissons sont retrouvées, comme le
homard (Homarus americanus [153]) ou le crabe vert (dit enragé, Carcinus maenas [351]), ainsi que la
lécithine de crabe des neiges (PL, Chinoectes opilio [5]).

La plus riche en EPA est la lécithine de crabe des neiges, avec un taux approchant les 33% des acides
gras totaux.

2) Inférieur a 20% des acides gras totaux

Parmi ces huiles dans lesquelles 'EPA est le LCPUFA majoritaire, certaines n’en contiennent
cependant que moins de 20%.

C’est le cas de certains poissons de mer comme le colin d’Alaska (Theragra calcogramma [475]) et le
mulet & grosses lévres (Mugil labrosus [71]), d'un poisson d’eau douce comme le tilapia du Nil (Tilapia
nilotica [313]), et de deux espéces de krill antarctique (Thysanoessa macrura et Euphasia frigida [392]).

Au vu de ces deux sous-groupes, l’huile de poisson la plus riche en EPA est extraite du colin d’Alaska
(9,7% d’EPA). Dans les groupes ci-aprées, les huiles d’anchois, de sébaste du large, d’éperlan et de
haddock entre autres, contiennent une proportion d’EPA supérieure a celle-ci (13 a 16%), mais pas en
tant que LCPUFA majoritaire.

II. 2) Majorité de DHA

1) Supérieur a 20% des acides gras totaux

Ce premier groupe comprend des huiles et des lécithines dans lesquelles le DHA est le LCPUFA
majoritaire. Concernant les poissons de mer, c’est le cas des huiles de saint-pierre (Zeus faber [215]),
de haddock (Meianogrammus sp. [71, 530]), de saumon (Salmo salar [130, 215, 298, 530]), d’éperlan
(Osmerus mordax [215]) ou encore de sole (Solea vulgaris [215]), et des lécithines de morue (PL, Gadus
morua [5]), de hareng (PL, Clupea harengus [5]), de pagre (PL, Pagrus pagrus [85]) et de turbot (PL,
Psetta maxima [428]).

Certains poissons de riviere donnent une huile au méme profil, comme c’est le cas pour le brochet
(Esox lucius [215]). La lécithine de truite commune (PL, Salmo trutta [428]) contient également du DHA
comme LCPUFA majoritaire, a un taux supérieur a 20%.

Enfin, d’autres organismes marins, comme le copépode (Macrocyclops albidus [5]), peuvent étre classés
dans la méme catégorie.

2) Inférieur a 20% des acides gras totaux

Ce groupe comprend également des huiles dont le LCPUFA majoritaire est le DHA, mais a4 un taux
inférieur a 20%.
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BASES DE LA FORMULATION

C’est le cas de certains poissons de mer comme l'ange de mer impérial (Pomacanthus imperator [215]),
la morue (Gadus morua [5, 204, 215, 429, 475, 530]), le saumon keta (Oncorhynchus keta [475, 530]),
laiguillat (Squalus acanthias [5, 204]), le turbot (Psetta maxima [428]), le sar (Diplodus puntazzo [215,
378]), la sardine d’Espagne (Sardinella aurita [313, 530]), 'anchois (Engraulis encrasicolus [5]) et
l'empereur (Hoplostethus atlanticus [215]), de certains poissons d’eau douce comme la truite arc-en-
ciel (Oncorhynchus mykiss [71, 73, 444, 475, 530]), la perche Macquarie (Macquaria australasica
[450]), la truite commune (Salmo trutta [428]), et la crevette rayée (Plesionika sp. [85]).

Parmi les sources affiliées a ces deux sous-groupes « DHA », I’huile de poisson la plus riche en LCPUFA
n-3 est 'huile de saint-pierre, dans laquelle le DHA représente 42,5% des acides gras totaux.

II. 3) Proportions équivalentes d’EPA et de DHA

1) Supérieurs a 20% des acides gras totaux

Parmi les huiles contenant des proportions équivalentes d’EPA et de DHA, avec un total EPA+DHA
supérieur a 20% des acides gras totaux, sont retrouvées des huiles de poissons de mer comme le
sébaste du large (Sebastes mentella [229]), la sardine du Japon (Sardinops melanosticus [5, 454]), la
perche rose (ou perche de mer, Sebastes marinus [229, 450]), le petit sébaste (Sebastes viviparus [229])
et le menhaden (Brevoortia tyrannus [5, 71, 130, 475, 530]). La lécithine de sar (PL, Diplodus puntazzo
[378]) entre également dans cette catégorie.

L’huile extraite de la carpe marbrée (Aristichthys nobilis [475]), un poisson d’eau douce, a le méme type
de profil.

Enfin, deux espeéces de krill antarctique (Euphasia superba et Euphasia tricantha [392]) et la crevette
grise (Litopenaeus vannamei [170]) sont d’autres organismes marins ayant le méme profil lipidique.

2) Inférieurs a 20% des acides gras totaux

Ce dernier groupe comprend des huiles contenant un taux d’EPA et de DHA équivalent, mais en
proportion inférieure a 20% des acides gras totaux.

De certains poissons d’eau de mer peut étre extraite une huile avec ces caractéristiques, comme le
maquereau (Scomber scombrus [71, 475, 530]), le sprat (Sprattus sprattus [71]), le capelan (Mallotus
villosus [5, 218, 530]), le bar (ou loup de mer, Morone labrax [279]), le hareng (Clupea harengus |71,
475, 530]), le pagre (Pagrus pagrus [85]) et la courbine (Micropogonias furneri [313]).

Certains poissons d’eau douce sont dans le méme cas, comme l'amour argenté (Hypophtalmichthys
molitrix [475]), le curimbata (Prochilodus sp. [313]), le bar rayé (Morone saxatilis [245]), le malachigan
(Aplodinotus grunniens [215]) et la coregone (Coregonus artedi [475]).

Enfin la crevette seabob (Xiphopenaeus kroyeri [313]) donne une huile avec le méme profil.

Parmi ces deux sous-groupes « EPA+DHA », c’est l'huile de sar qui contient le plus de LCPUFA n-3,
avec un total de 34,9% des acides gras totaux.

II. 4) Les sources classées selon leur profil nutritionnel

Les tableaux D-X a D-XIV résument les données disponibles a propos des sources d’huile de poisson
et d’'organismes marins, classées selon leur profil en acides gras. Plus précisément, les sources sont
regroupées selon leur profil en LCPUFA (EPA majoritaire, DHA majoritaire, ou quantités équivalentes
d’EPA et de DHA), et chaque classe est subdivisée selon que le(s) acide(s) d’'intérét représente(nt) plus
ou moins de 20% des acides gras totaux.

Cette classification permet de repérer les sources riches en LCPUFA, tout en choisissant un rapport
entre EPA et DHA voulu. Ce type d’huile permet de compléter une formulation grasse végétale a visée
nutritionnelle, puisque le chapitre « Pathologies liées au métabolisme des lipides » a mis en évidence le
role important de ’EPA et du DHA dans la prévention des pathologies cardio-vasculaires.
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Tableau D-X : Composition en acides gras des huiles de poissons et organismes marins contenant en majorité de ’EPA comme acide gras polyinsaturé a longue chaine (sous-groupes « plus

de 20% des acides gras totaux » et « moins de 20% des acides gras totaux »).

EPA
Sous-groupe plus de 20% moins de 20%
Nom Crabe g‘;’j neiges Homard Cr:l:):agzrt, Krill antarctique  Krill antarctique L&?:’lacs(;(l;n Tilapia du Nil Mulelté‘(:ﬂ;gs;osses
X . e Homarus . Thysanoessa o Theragra o .
Latin Chinoecetes opilio . Carcinus maenas Euphasia frigida Tilapia nilotica Mugil labrosus
americanus macrura calcogramma
C12:0 - - - - 2,8 - - -
Cl14:0 0,2 1,0 0,4 15,3 8,4 58 1,0 8,1
C15:0 - 0,9 0,7 - - - - -
C16:0 9,1 14,4 10,2 22,9 27,4 10,8 36,0 27,0
C17:0 - 0,8 1,3 - - - 0,2 4,1
C18:0 3,5 4,0 6,2 4,0 7,1 33 13,6 3,6
C19:0 - - - - - - - 1,3
C20:0 - - 0,6 - - - 3.4 -
C22:0 - - - - - - - -
C24:0 - - - - - - - -
Total SFA 12,8 21,1 194 42,2 45,6 19,9 54,2 44,0
Cl6:1 n-7 3,1 59 4,2 3,1 4,5 7,7 3,1 21,4
Cl16:1 n-9 - 0,3 - - - - - -
C17:1 n-7 - 1,0 1,7 - - - - -
C18:1 n-9 20,3 11,1 11,7 9,6 15,5 13,7 13,7 10,4
Cl18:1 n-7 - 6,8 43 6,4 6,3 - - -
C20:1 n-9 1,2 1.4 0,7 0,8 0,7 20,1 - -
C20:1 n-7 - 2,5 0,4 - - - - -
C22:1 n-9 - - 0,7 - - 14,6 - -
C22:1 n-11 - - - - - - - -
C24:1 n-9 - - - - - - - -
Total MUFA 24,6 29,1 23,7 19,9 26,9 56,1 16,8 31,7
C16:2 n-6 - - - - 0,1 - - -
C16:3 n-3 - - - 0,1 0,1 - - -
C18:2 n-6 1,3 0,8 0,9 2,1 18 0,8 - 1,7
C18:3 n-3 - 0,3 0,3 - - 0,3 - 0,8
C18:3 n-6 - - - 0,3 0,6 - - -
C18:4 n-3 - 0,4 - 0,7 0,6 2,1 - 2,7
C20:2 n-6 - - 1,4 - - - - -
C20:3 n-3 - - - - - - - -
C20:3 n-6 - - - - - - 0,3 -
C20:4 n-3 - - - - - - - -
C20:4 n-6 5,5 2,6 6,9 - 0,5 0,3 - -
C20:5 n-3 32,6 25,8 24,6 17,2 10,6 9,7 8,5 6,4
C21:5n-3 - - - - - - - -
C22:2 n-6 - - - - - - 0,3 -
C22:4 n-6 - - 0,5 - - - - -
C22:5n-3 0,7 - 2,0 - - 0,7 - 32
C22:5 n-6 - - 13,5 - - - - -
C22:6 n-3 19,3 12,8 11,6 10,2 5,0 5,7 1,5 2,3
Total PUFA 59,4 42,7 61,8 30,6 19,2 19,6 10,6 17,0
Total LCPUFA 58,1 41,3 60,6 274 16,1 16,4 10,6 11,8
Total EPA + DHA 51,9 38,6 36,2 27,4 15,6 15,4 10,0 8,7
Références [5] [153] [351] [392] [392] [475] [313] [71]




Tableau D-XI : Composition en acides gras des huiles de poissons et organismes marins contenant en majorité du DHA comme acide gras polyinsaturé a longue chaine (sous-groupe « plus de

20% des acides gras totaux »).

DHA
Sous-groupe plus de 20%
Nom Truite Saint-pierre  Morue PL Hareng PL Brochet Pagre PL Copépode Turbot PL Haddock Saumon Eperlan Sole
commune PL
Latin Salmo trutta Zeus faber Gadus Clupea Esox lucius Pagrus Macro?yclops Pseffta Meianogrammus Salmo salar Osmerus Soleal
morua harengus pagrus albidus maxima sp. mordax vulgaris
C12:0 - - 0,4 - - - 0,1 - - - - -
Cl14:0 1,6 0,8 0,5 1,8 2,1 0,8 6,3 1.9 1,5 4,5 4,6 0,8
C15:0 - - - - - - - - - - - -
Cl16:0 21,2 21,6 8,8 21,4 16,2 22,2 25,5 229 20,0 20,1 13,8 21,5
C17:0 - - - - - - - - - - - -
C18:0 - 6,9 4,4 32 3.8 6,9 3,0 5,6 6,1 5,7 1,3 6,7
C19:0 5.4 - - - - - - - - - - -
C20:0 - - - - - - - - - - - -
C22:0 - - - - - - - - - - - -
C24:0 - - - - - - - - - - - -
Total SFA 28,2 29,3 14,1 26,4 22,1 29,9 34,8 30,4 27,6 30,3 19,7 29,0
Cle6:1 n-7 1,3 0,8 4,4 4,6 59 23 32 1,6 4,0 73 9,0 29
Cl6:1 n-9 - - - - - - - - - - - -
Cl17:1 n-7 - - - - - - - - - - - -
C18:1 n-9 5,6 8,0 14,4 13,0 12,7 12,6 7,4 11,2 14,2 14,2 17,5 11,0
C18:1 n-7 1,9 - - - - 2,6 - 3,1 - 32 - -
C20:1 n-9 - 0,1 4,0 24 - 1,6 0,7 3,7 3,1 1,8 - 0,6
C20:1 n-7 - - - - - 1,5 - - - - - -
C22:1 n-9 - - 0,3 1,6 - 0,2 - - 0,1 1,8 - 0,1
C22:1n-11 - - - - - 0,5 - 1,3 - - - -
C24:1 n-9 - - - - - - - - - - - -
Total MUFA 8,8 8,9 23,1 21,6 18,6 21,3 11,2 20,9 21,4 28,2 26,5 14,6
C16:2 n-6 - - - - - - - - - - - -
C16:3 n-3 - - - - - - - - - - - -
C18:2 n-6 1,7 0,6 0,8 0,9 4,0 4,0 1,2 4,5 2,2 1,4 3,6 1,2
C18:3n-3 0,5 0,1 0,3 0,3 3,0 - 0,1 0,4 0,4 1,0 4,5 0,4
C18:3 n-6 - - - - - - - - - - - -
C18:4 n-3 - - 0,3 0,2 - - 0,8 - 0,5 1,3 1,7 -
C20:2 n-6 - - - - - - - 0,4 - - - -
C20:3 n-3 - - - - - - - - - - - -
C20:3 n-6 0,3 - - - - - - - - - - -
C20:4 n-3 1,0 - 0,3 0,1 - - 0,4 - 33 - - -
C20:4 n-6 1,5 3,5 10,7 1,4 7,5 1,4 1,2 2,4 - 1,6 3,5 10,1
C20:5n-3 8,0 5,0 - 12,2 6,1 6,5 14,1 10,1 13,2 10,1 133 8,8
C21:5n-3 - - - - - - - - - - - -
C22:2 n-6 - - - - - - - - - - - -
C22:4 n-6 - 0,4 - - 1,1 - - - - 0,1 - 1,4
C22:5n-3 2,5 2,4 1,9 0,8 34 1,7 0,3 2,4 1,6 2,5 - 2,9
C22:5n-6 - 0,9 - - 1,3 0,5 - - - 0,7 1,1 1,6
C22:6 n-3 44,4 42,5 40,5 32,7 30,7 29,3 27,0 26,6 244 24,0 22,5 22,3
Total PUFA 59,9 55,4 54,8 48,6 57,1 43,3 45,0 46,8 45,5 42,6 50,2 48,7
Total LCPUFA 57,7 54,7 53,4 47,2 50,1 39,3 43,0 41,9 42,4 38,9 40,4 47,1
Total EPA + DHA 52,4 47,5 40,5 44,9 36,8 35,8 41,2 36,7 37,6 34,1 358 31,1
Références [428] [215] [5] [5] [215] [85] [5] [428] [71,530] [13503’02]15’ [215] [215]
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Tableau D-XII : Composition en acides gras des huiles de poissons et organismes marins contenant en majorité du DHA comme acide gras polyinsaturé a longue chaine (sous-groupe « moins

de 20% des acides gras totaux »).

DHA
Sous-groupe moins de 20%
Nom Al.lge c!e.mer Trunte.arc-en- Morue Crev?tte Saumon keta Perche. Truite Aiguillat Turbot Sar 'Sardme Anchois Empereur
impérial ciel rayée Macquarie commune d'Espagne
. Pomacanthus Oncorhynchus Gadus Plesionika  Oncorhynchus Macquaria Squalus Psetta Diplodus Sardinella Engraulis  Hoplostethus
Latin ; . . Salmo trutta . . . . ;
imperator mykiss morua sp. keta australasica acanthias maxima puntazzo aurita encrasicolus atlanticus
C12:0 - - - - - - - - - - - 0,2 -
C14:0 1,8 23 2,8 2,4 2,2 32 43 2,0 6,9 3,7 38 8,5 0,9
C15:0 - - - 1,1 - 0,5 - - - 0,5 0,1 - -
C16:0 20,5 15,3 14,7 18,0 17,0 15,6 16,4 154 14,4 17,1 475 19,4 2,5
C17:0 - 0,2 - 1,3 - - - - - 0,6 1,0 - -
C18:0 8,4 5,0 4,0 6,2 32 5,4 3,1 33 1,5 5,6 8,4 4,7 0,9
C19:0 - - - - - - - - - - - - -
C20:0 - 0,1 0,2 - - 0,4 - - - 0,3 - - -
C22:0 - 0,8 - - - - - - - - - - -
C24:0 - - - - - - - - - - - - -
Total SFA 30,7 23,7 21,7 29,0 22,4 25,1 23,8 20,7 22,8 27,7 60,7 32,8 4,3
Cl6:1 n-7 3,7 53 6,5 5,1 4,1 13,2 6,1 5.8 59 6,5 2,8 8,8 9,1
Cl16:1 n-9 - - - - - - - - - - - - -
C17:1 n-7 - 0,4 - - - - - - - - 1,8 - 49,3
C18:1 n-9 13,3 20,3 18,1 14,5 21,4 21,2 20,7 253 14,4 15,1 15,6 12,5 -
C18:1 n-7 - 29 0,3 4.4 - - 4,5 - 2,6 35 - - 17,9
C20:1 n-9 0,6 43 59 1,3 5.4 0,6 52 12,1 9,2 1.4 - 23 7.4
C20:1 n-7 - - - - - - L1 - 1,1 B, . - .
C22:1 n-9 0,4 1,2 32 - 9,4 - - 13,6 1,1 0,5 - 1,9 -
C22:1 n-11 - 3.8 6,7 - - - 4.8 - 11,3 1,1 - - -
C24:1 n-9 - 0,9 - - - - - - - - - - -
Total MUFA 18,0 39,2 40,7 25,3 40,3 35,0 42,4 56,8 45,6 28,0 20,2 25,5 83,7
C16:2 n-6 - - - - - - - - - - - - -
C16:3 n-3 - - - 0,9 - - - - - - - - -
C18:2 n-6 1,4 4,4 1,5 2,0 2,0 4,1 7,1 1,0 53 4,6 0,3 1,8 1,8
C18:3 n-3 0,7 3,0 0,5 1,3 1,0 1,3 1,4 0,6 1,2 1,0 - 0,5 0,3
C18:3 n-6 - - 0,2 - - - - - - - - - -
C18:4 n-3 0,4 1,0 1,1 0,5 2,0 - 1,3 0,9 2,2 1,1 - 1,0 -
C20:2 n-6 - 1,0 2,7 0,4 - 0,4 0,6 - 0,5 0,2 0,6 - -
C20:3 n-3 - - - - - - - - - - 0,2 - -
C20:3 n-6 - - - - - 0,5 - - - - - - -
C20:4 n-3 - 39 0,6 - - - 1.4 - - - - 0,2 -
C20:4 n-6 79 1,1 2,8 35 0,9 6,9 0,6 23 0,4 53 - 0,4 0,6
C20:5 n-3 3,1 4,9 11,4 11,8 6,7 3.4 4,5 5,0 6,8 6,8 2,5 15,6 0,7
C21:5 n-3 - - - 0,4 - - - - - - - - -
C22:2 n-6 - - - - - - - - - - 1,0 - -
C22:4 n-6 2,7 0,5 0,4 - - 1,0 - - - 5,0 - - 0,2
C22:5n-3 3,0 2,7 1,6 0,9 2,3 2,3 2,2 2,6 18 38 - 1,3 0,2
C22:5 n-6 2,4 0,4 0,3 1,0 0,6 0,8 - - - 2,1 - - 0,2
C22:6 n-3 19,9 19,5 19,5 18,1 16,1 13,0 11,7 11,3 11,1 11,0 10,7 9,1 2,6
Total PUFA 41,5 424 42,6 40,8 31,6 33,6 30,8 23,7 29,3 40,8 15,3 30,0 6,6
Total LCPUFA 39,0 34,0 39,3 36,1 26,6 28,2 21,0 21,2 20,6 34,1 15,0 26,6 4,5
Total EPA + DHA 23,0 24,4 30,9 29,9 22,8 16,5 16,2 16,3 17,9 17,7 13,2 24,7 33
[71,73,444 (3,71, 215,
Références [215] 47’5, 5’30] ’ 422,33]75, [85] [475, 530] [450] [428] [5,204] [428] [215,378] [313,530] [5] [475]
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Tableau D-XIII : Composition en acides gras des huiles de poissons et organismes marins contenant des proportions équivalentes d’EPA et de DHA (sous-groupe « plus de 20% des acides

gras totaux ).
EPA =DHA
Sous-groupe plus de 20%
Nom Sar PL Knl.l Sébaste du Knl.l Sardine du Crevette grise Perche rose, de Petit sébaste Menhaden Carpe marbrée
antarctique large antarctique Japon mer
Latin Diplodus Euphasia Sebastes El{phasia Sardinops Litopenaetfs Seba:stes Sel?astes Brevoortia AristicAhAthys
puntazzo superba mentella tricantha melanostictus vannamei marinus viviparus tyrannus nobilis
C12:0 - - - - - - - - 0,2 -
C14:0 0,8 7,0 3,7 3,7 6,7 - 4,0 5,6 8,4 2,4
C15:0 1,0 - 0,3 - - - 0,5 0,4 0,7 -
C16:0 26,0 21,6 15,2 21,4 19,5 21,1 16,3 14,5 234 10,8
C17:0 0,3 - 0,3 - - - 0,5 0,3 1,6 -
C18:0 6,7 0,8 3,7 1,2 3,9 11,8 3,6 3,1 43 2,5
C19:0 - - - - - - - - - -
C20:0 - - 0,1 - - - 0,1 0,1 - -
C22:0 - - - - - - - - - -
C24:0 - - 0,1 - - - 0,1 0,1 - -
Total SFA 34,7 29,4 23,5 26,2 30,0 32,9 25,0 23,9 38,5 15,7
Cl6:1 n-7 1,5 4,4 5,1 4,0 6,4 1,8 5,7 6,1 10,5 9,1
Cl16:1 n-9 - - - - 0,2 - - - - -
C17:1 n-7 - - 0,4 - - - 0,5 0,4 - -
C18:1 n-9 9,7 7,4 15,5 15,4 9,7 16,2 14,1 13,7 11,7 27,0
C18:1 n-7 3,1 8,5 4,0 11,3 2,6 - 4,7 3,7 4,0 -
C20:1 n-9 0,0 0,4 6,8 1,6 4.4 - 7,5 13,1 1,6 2,8
C20:1 n-7 - - 0,1 - - - 0,1 0,1 - -
C22:1 n-9 - - 1,1 - 34 - 4,9 1,6 1,0 3,1
C22:1 n-11 - - - - - - - - 1,3 -
C24:1 n-9 - - 3,0 - - - 2,4 1,9 - -
Total MUFA 14,4 20,6 36,1 32,3 26,6 18,0 39,8 40,6 30,0 42,0
C16:2 n-6 - 0,3 0,3 - - - 0,3 0,2 - -
C16:3 n-3 - 0,3 0,3 0,1 - - 0,3 0,6 - -
C18:2 n-6 4,1 35 1,4 1,9 1,2 10,3 1,6 1,5 1,3 3,1
C18:3 n-3 - - 0,8 - 0,8 1,2 0,8 1,3 1,5 7.8
C18:3 n-6 - 1,5 - 0,4 - - - - 1,1 -
C18:4 n-3 - 4,5 42 0,5 2,0 - 2,0 - 1,9 -
C20:2 n-6 1,2 - - - - - - - - -
C20:3 n-3 - - 0,2 - - - 0,2 0,2 - -
C20:3 n-6 - - - - - - - - 0,1 -
C20:4 n-3 - - - - 0,9 - - - 1,4 -
C20:4 n-6 1,9 - 1.4 1,2 1,5 33 1,1 0,9 0,8 33
C20:5 n-3 15,8 18,8 15,1 15,0 12,8 13,9 12,0 13,0 11,5 10,7
C21:5n-3 - - - - - - - - - -
C22:2 n-6 - - - - - - - - - -
C22:4 n-6 - - - - - - - - 0,9 -
C22:5n-3 3.8 - - - 1,8 - 0,6 - 2,0 2,1
C22:5 n-6 - - - - - - - - 0,7 1,2
C22:6 n-3 19,0 14,2 16,4 15,6 15,3 12,2 13,8 11,9 10,4 9,9
Total PUFA 459 43,0 40,1 34,6 36,4 40,9 32,7 29,6 33,6 38,1
Total LCPUFA 41,8 33,0 33,1 31,7 324 29,4 27,6 26,0 27,8 27,2
Total EPA + DHA 34,9 33,0 31,6 30,6 28,1 26,1 25,8 24,9 21,9 20,6
Références [378] [392] [229] [392] [5, 454] [170] [229, 530] [229] (5,71, 130, 475, [475]

530]
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Tableau D-XIV : Composition en acides gras des huiles de poissons et organismes marins contenant des proportions équivalentes d’EPA et de DHA (sous-groupe « moins de 20% des acides

gras totaux ).
EPA =DHA

Sous-groupe moins de 20%
Nom Maquereau Sprat Capelan Bar,n{l()el;p de Hareng Amour argenté Pagre (ilej:‘l;f)tl:e Courbine Curimbata Bar rayé Malachigan Coregone
Latin Scomber Sprattus M'allntux Morone Clupea Hypophm?mfchthys Pagrus X[phopena}eus Micmpogo'm‘as Prochilodus Moroye Aplad[rfotus Cnregorfus

scombrus sprattus villosus labrax harengus molitrix pagrus kroyeri Sfurneri sp. saxatilis grunniens artedi
C12:0 - - - - - - - - - - - - -
Cl14:0 6,8 6,0 6,1 39 6,4 4,5 5,0 - 0,9 2,9 10,6 2,2 4,6
C15:0 - - - - - - - - - 0,1 - - -
Cl16:0 22,9 21,5 12,1 19,5 14,5 15,4 19,2 35,0 384 28,9 29,9 19,5 13,8
C17:0 - - - - - - - 2,2 0,3 0.4 - - -
C18:0 3,1 2,4 1.5 4,1 1,6 32 4,1 15,5 15,4 5.8 3,6 33 29
C19:0 - - - - - - - - - - - - -
C20:0 - - - - - - - - - 6,9 - - -
C22:0 - - - - - - - - - - - - -
C24:0 - - - - - - - - - - - - -
Total SFA 32,7 29,9 19,7 27,5 22,5 23,1 28,3 52,7 55,0 45,0 44,0 25,0 21,3
Cle6:1 n-7 7,7 53 8,4 5,6 9.8 10,5 7,6 4,7 3,6 12,3 16,8 16,6 21,5
Cl16:1 n-9 - - - - - - - - - - - - -
Cl17:1 n-7 - - - - - - - - - 1,41 - - -
C18:1 n-9 17,1 16,5 12,2 259 15,6 248 19,0 22,0 17,7 13,0 12,1 26,4 252
Cl18:1 n-7 - - 2,8 - - - 2,7 - - - 3,1 - -
C20:1 n-9 49 7,0 14,2 43 11,6 2,5 3,6 - - - 1,2 1,2 1,3
C20:1 n-7 - - - - - - 4,0 - - - 0,5 - -
C22:1 n-9 53 12,0 13,6 3.8 15,4 2,9 34 - - 1.3 - - 0,3
C22:1 n-11 - - - - - - 4,0 - - - - - -
C24:1 n-9 - - 0,7 - - - - - - - - - -
Total MUFA 34,9 40,8 51,9 39,6 52,5 40,7 44,3 26,7 21,3 279 33,7 44,2 48,3
Cl16:2 n-6 - - 0,5 - - - - - - - - - -
C16:3 n-3 - - - - - - - - - - - - -
C18:2 n-6 1,3 1,6 2,8 9,1 0,9 3.8 4,4 - - - 1,7 3,1 1,9
C18:3 n-3 1,1 1,3 0,8 1,4 0,5 7.4 1,2 - - 1,2 1,6 2,5 2,6
C18:3 n-6 - - - - - - - - - - - - -
C18:4 n-3 3,5 33 43 1,3 2,3 2,8 L5 - - - 1,8 - 1,5
C20:2 n-6 - - - - - - - - - - 03 - -
C20:3 n-3 - - - - - - - - - - - - -
C20:3 n-6 - - - - - - - - - 0,2 0,3 - -
C20:4 n-3 - 0,7 0,2 - 0,4 - - - - - 0,8 - 0,8
C20:4 n-6 1,7 - 1,0 0,5 0,4 3,1 0,4 - 1,6 0,3 1,9 - 1,7
C20:5 n-3 8,2 8,1 9,2 6,6 8,5 7,1 5,1 4,6 7,0 7.8 59 5,1 6,2
C21:5 n-3 - - - - - - - - - - - - -
C22:2 n-6 - - - - - - - 2,8 7.8 8,1 - - -
C22:4 n-6 - - - - - - - - - - - - -
C22:5n-3 1,2 - 0,7 0,8 1,1 2,0 1,0 - - - 1,2 2,2 1,8
C22:5n-6 - - - - 0,4 1.4 - - - - - 1,1 0,5
C22:6 n-3 11,6 10,8 7,1 8,8 6,0 7,2 8,7 8,4 5,6 4,7 6,2 6,9 3.8
Total PUFA 28,4 25,8 26,5 28,5 20,5 34,7 22,3 15,7 21,9 22,4 21,7 20,9 20,8
Total LCPUFA 22,6 19,6 18,2 16,7 16,9 20,8 15,2 15,7 21,9 21,2 16,6 15,3 14,8
Total EPA + DHA 19,7 18,9 16,3 15,4 14,5 14,3 13,8 12,9 12,6 12,5 12,1 12,0 10,0
Références [71, 475, 530] [71] [5, 218, 530] [279] [715’3?)]75’ [475] [85] [313] [313] [313] [245] [475] [475]
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II. 5) Discussion sur ces sources animales

Avant toute chose, il est important de noter que la teneur en lipides dans les poissons montre une
grande variabilité, qui doit étre prise en compte dans le choix d'un poisson en tant qu’aliment a part
entiére. Le but de la présente classification est de comparer les profils en acides gras des huiles pour
identifier une source importante d’EPA et de DHA, c’est pourquoi ce parameétre n’a pas été intégré. Il
faut noter par ailleurs que les poissons d’eau de mer maigres contiennent de 0,1 & 1% de lipides, les
poissons d’eau de mer gras, 1 a 25%, et les poissons d’eau douce en général moins de 4% [71].

Au vu de cette classification, plusieurs conclusions s’imposent :

v D’une part, les poissons d’eau douce ne sont pas plus pauvres en LCPUFA que les poissons
d’eau de mer, puisque dans chaque groupe figurent des poissons de chacune des deux sortes.
C’est la teneur en lipides plus faible des poissons de riviere qui en fait une source moins
intéressante. En effet, ces huiles, trop chéres a extraire, ne sont pas disponibles sur le marché.

v D’autre part, si on s’intéresse aux autres organismes marins inclus dans la classification, il
apparait clairement que ces sources ont leur place dans les préoccupations des formulateurs,
puisqu’elles sont également retrouvées dans tous les groupes. Ceci explique les axes actuels de
recherche concernant les algues ou le krill, parallelement aux poissons, cette derniére ressource
devenant limitée suite au développement de la péche intensive.

v'  Et enfin, dans le cas ou les compositions permettent de distinguer les profils en acides gras de
l’huile et de la lécithine de l'organisme, il apparait que le DHA est préférentiellement porté par
les PL (d’ou l'existence de travaux de recherche a I’heure actuelle sur les lécithines marines en
tant que vecteur de LCPUFA n-3). Cependant, et comme pour les huiles, les 1écithines marines
montrent également un profil en acides gras trés différent selon les espéces. En effet, si la
lécithine de crabe des neiges contient beaucoup d’EPA, et celle de sar des proportions
équivalentes d’EPA et de DHA, les PL de truite commune, de morue, de hareng, de pagre et de
turbot contiennent surtout du DHA.

La méme remarque que pour les huiles végétales doit étre faite dans cette partie, c’est-a-dire
qu’étudier les profils en acides gras pour identifier une source intéressante ne suffit pas, il est
également nécessaire de s’assurer que cette matiére soit disponible sur le marché pour qu’un
formulateur puisse la mettre en ceuvre dans un produit alimentaire industriel. A ce niveau, la teneur
en lipides des poissons intervient, puisqu’elle détermine le cotit de ’huile, et donc sa disponibilité.

En effet, au vu de cette classification, la source la plus riche en LCPUFA, quelles que soient les
quantités respectives d’EPA et de DHA, est I’huile de saint-pierre, tandis que ’huile de krill antarctique
(Euphasia superba) permet également d’apporter une proportion importante de LCPUFA, avec un ratio
EPA/DHA proche de 1. Ces deux huiles ne sont malheureusement pas disponibles en tant
qu’ingrédient, et d’autres sources doivent étre considérées par le formulateur. Actuellement, les
sources les plus disponibles sur le marché sont les huiles d’anchois, de sardine, de maquereau, de
menhaden, de saumon, et de foie de morue. Les plus riches en LCPUFA, parmi elles, sont les huiles de
saumon et de foie de morue, qui sont également les plus riches en DHA, tandis que les huiles
d’anchois et de sardine sont les plus riches en EPA.

Les teneurs en EPA et DHA apportées par ces sources disponibles sont malgré tout trés pertinentes
dans un projet de formulation faisant intervenir un enrichissement en LCPUFA de la famille n-3,
méme si ce ne sont pas les plus riches au vu de cette classification.

Une derniére remarque doit étre notée, qui concerne la différence entre poissons sauvages et poissons
d’élevage. Ces derniers représentent une nouvelle source de LCPUFA, car contrairement aux idées
recues, la surveillance étroite de leur alimentation leur permet de contenir une quantité de LCPUFA
équivalente a celle des poissons sauvages [74]. De plus, la maitrise de la qualité des eaux d’élevage
permet de diminuer la teneur en métaux lourds dans la chair de ces poissons [74]. La pisciculture
apparait donc comme une alternative a la péche intensive, qui cause actuellement une diminution
sévere des réserves naturelles mondiales de poisson.
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III/ Composés volatils des huiles de poissons

L’utilisation dans le cadre du projet de thése de ce type de matiére premiére engendre un challenge
organoleptique évident, qui réside dans l'odeur de poisson tenace apportée au produit. Ce paragraphe
présente une synthése bibliographique des composés volatils impliqués dans le dégagement de 'odeur
de poisson, dans le but de mieux cerner cette problématique.

Les composés responsables de l'odeur de poisson sont en majorité des aldéhydes et des cétones a
courte chaine de carbone (5 a 10 atomes de carbone en moyenne), saturée ou non [165, 208]. Le
tableau D-XV présente les principaux composés volatils considérés comme responsables de 'odeur de
poisson dans différents produits alimentaires, que ce soit des poissons crus, cuits, des huiles de
poisson seules ou des huiles de poisson contenues dans des produits alimentaires.

Tableau D-XV : Composés volatils impliqués dans Uodeur de poisson, retrouvés dans différents produits.

Composés volatils

dans lait

dans lait
Différentes

Huile de
menhaden

en émulsion
dans lait

Huile de poisson
Huile de poisson
en émulsion
Huile de poisson
Huile de poisson
Huile de poisson
Huile de poisson
dans mayonnaise
Chair de saumon
Filet de turbot
huiles de poisson

Truite bouillie

Alcools

1-pentanol - - ® - - - - - ® -

E-2-penten-1-o0l - - - - °

Z-2-penten-1-ol - - - - -

1-penten-3-ol - - (] - -

[ )
Z-3-hexen-1-ol [ ] [ ] - - - - - - ® -

1-octen-3-ol - - - - -

1,5-octadien-3-ol [ [ ] - - -

E-2-nonen-1-ol - - [ - - - - - - -

Cétones

1-penten-3-one - -

2-hexanone - - - - -

3-hexanone - -

2-heptanone - -

3-heptanone - -

1-octen-3-one - -

Z-1,5-octadien-3-one - -

E,Z-3,5-octadien-2-one

E,E-3,5-octadien-2-one

2-nonanone - - - - -

1-nonen-3-one - - - - -

Aldéhydes

Benzaldehyde - -

Propanal - -

Butanal - -

E-2-butenal - -

Pentanal - -

E-2-pentenal - -

Hexanal

E-2-hexenal

Z-3-hexenal - -

E.E-2.,4-hexadienal - -

Heptanal - -

E-2-heptenal - - - - -

Z-4-heptenal ® -

E,E-2,4-heptadienal [ ] - [ ] [ ] °
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Composés volatils o é o é o Té 5 E 5 Té 5 % o 3 % & 22 2
s & © & < g < g < g s 2 S s 2o E Q
2 22 =23 23 23 eZ @& 5 Eg =& %
E° E° B : E EE & E 3 2
Aldéhydes
E,Z-2,4-heptadienal [ [ ] [ - - [ [ ] - - ) -
Octanal - - ) - - ) [ ] - ) ) -
E-2-octenal - - - - - o (] ° - [ ) -
E,E-2,4-octadienal - - - - - [ ] - () - - -
E,Z-2,4-octadienal - - - - - [ ] - [ ) - - -
Nonanal - - - - - o (] - ® [} -
E-2-nonenal - - (] - - ° - [ ) - - -
E,Z-2,6-nonadienal (] - (] ° ° ° [ ® ° ® °
Decanal - - [ J - - (] - - - - -
E-2-decenal - - [ ] - - [ ] - - - - -
E,Z-2,4-decadienal [ - [ - - - - [ ) ) -
E,E-2,4-decadienal [ ] (] o - - () - [ ) - - -
E,Z,7-2,4,7-decatrienal [ - [ - - - - - ) ° -
E,E,Z-2,4,7-decatrienal [ ] - ® - - - - - ) ® -
Références [145] [144] [499] [500] [294] [189] [165] [401] [246] [208] [335]

Parmi ces composés volatils, les plus souvent cités sont deux cétones: 1-penten-3-one et Z-1,5-
octadien-3-one et cinq aldéhydes : hexanal, Z-4-heptenal, E E-2,4-heptadienal, E,Z-2,6-nonadienal et
E,Z-2,4-decadienal.

Une équipe danoise a cherché a modéliser I'impact relatif de certains de ces composés sur 'odeur de
poisson générée dans un produit [SO00], et il a été mis en évidence que le Z-4-heptenal agissait plus par
interaction avec d’autres composés, comme le E,Z-2,6-nonadienal ou la 1-penten-3-one, que comme
composé seul. Les auteurs concluent que la présence de cet heptenal renforce I'odeur générée par les
autres composeés.

Il parait évident que l'inclusion d’huile de poisson dans un produit alimentaire est délicate, du fait de
la présence de ces composés volatils. Bien qu’il soit possible de trouver sur le marché des huiles de
poisson désodorisées, le procédé de désodorisation est tellement complexe qu’il est rare que le produit
soit réellement inodore a 'ouverture du contenant.

Deux difficultés viennent s’ajouter a ceci :

i) Premiérement, les huiles de poisson étant trés insaturées, elles sont trés sensibles a 'oxydation, et
parmi les composés secondaires de l'oxydation des lipides sont retrouvés ’hexanal, le Z-4-heptenal, le
E,Z-2,4-decadienal et la 1-penten-3-one (cf. chapitre «Oxydation des lipides»). Donc méme
désodorisée a la base, I’huile développera une odeur de poisson au cours de son oxydation [192, 388] ;

ii) Deuxiémement, les produits alimentaires dans lesquels ’huile de poisson est incluse contiennent
quasiment tous une partie aqueuse, puisque rares sont les aliments qui n’en comprennent pas. Or, il
a été prouvé que le E,Z-2,6-nonadienal peut étre converti en Z-4-heptenal en présence d’eau par une
réaction de type rétro-aldol [145, 231] (figure D-6), ce qui participe d’'une maniére supplémentaire a la
dégradation organoleptique dun produit alimentaire, puisque cet heptenal est connu pour renforcer
les odeurs des autres composés volatils [S00].
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Figure D-6 : Hydratation et conversion rétro-aldol du E,Z-2,6-nonadienal en Z-4-heptenal [d’aprés 231].

Légende : (a) E,Z-2,6-nonadienal, (b) 3-hydroxy-Z-6-nonenal, (c) Z-4-heptenal, (d) éthanal.

Dans le cadre d’un projet visant a inclure une quantité non négligeable d’huile de poisson dans un
produit alimentaire, il semble nécessaire de gérer non seulement la formulation du produit, mais
également la protection et isolement de cet ingrédient pour éviter tout contact avec l'eau ou 'oxygene.

De plus, des études liées au comportement des composés volatils dans différentes matrices ont montré
que ces molécules se dégagent plus rapidement s’ils sont présents dans une matrice aqueuse que
dans une matrice hydrophobe [184].

Enfin, dans le cadre d'une étude sur les émulsions huile dans eau, il a été démontré que les composés
se dégagent d’autant plus lentement que ’émulsion est stabilisée par l'ajout d’émulsifiants puissants
[222].

L’encapsulation de l’huile de poisson parait donc étre une voie intéressante, que ce soit pour la
protection contre ’oxydation, pour l’isolement par rapport a l'eau, ou pour limiter le dégagement des
composés volatils déléteres.
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LE PROFIL EN ACIDES GRAS OPTIMAL

Aprés avoir présenté ’état de ’art sur I'impact des lipides alimentaires sur les lipides sanguins et le
développement des pathologies cardio-vasculaires, les matiéres premiéres permettant d’apporter ces
acides gras dans une formulation alimentaire, le type de produit choisi pour ’étude, son contexte de
concurrence, ses contraintes techniques, organoleptiques et son procédé de fabrication, ce chapitre
décrit la démarche effectuée pour mettre au point le profil en acides gras du produit.

Un corps gras mis au point selon les objectifs de la thése est un produit a forte vocation « santé », et
une bonne communication sur l’emballage est indispensable pour faire passer un message de
prévention.

Ces annotations ayant trait a la santé sont appelées allégations, et TAFSSA a mis en place des régles
de maniére a éviter les abus d’étiquetage. La premiére partie de ce chapitre concerne ce cadre
législatif, tandis que la suite présente les données de la consommation de lipides en France, ainsi que
le profil en acides gras retenu.

I/ Le cadre législatif entourant les allégations

L’AFSSA a mis en place des régles régissant les allégations « santé » qui peuvent étre affichées sur les
produits [239].
Celles-ci sont classées en trois familles :

» les nutritionnelles quantitatives, relatives a la teneur en énergie ou en nutriments ;

» les fonctionnelles, relatives au réle d’'un produit alimentaire ou de 1'un de ses composants dans
la croissance, le développement ou les fonctions normales de l'organisme (des critéres pour
I'utilisation de telles allégations concernant des vitamines ou des minéraux sont prévus par la
CEDAP, la Commission d’é¢tude des denrées alimentaires destinées a une alimentation
particuliére) [120] ;

» les santé, relatives a la relation existant entre le produit ou I'un de ses composants et la santé.

Les allégations santé, catégorie visée par ce projet, comportent deux niveaux :

» niveau a: concernant la nutrition de base, par exemple, concernant les acides gras de la
famille n-3: «le produit participe/contribue au rééquilibrage des apports en acides gras
omeéga 3 »,

» niveau b : relatif & un effet sur la santé et les pathologies, par exemple : « les acides gras
oméga 3 participent/contribuent au bon fonctionnement cardio-vasculaire ».

Ces niveaux sont définis par des propriétés particuliéres du produit. Dans le cas d’une allégation de
niveau b, le produit doit :

v/ étre « source » ou « riche » en acides gras n-3,

v' contenir moins de 30% de SFA,

v/ avoir un ratio n-6/n-3 inférieur a 5,

v' et contenir moins de 150 mg de cholestérol pour 100 g de produit fini.
Remarque : Pour étre source d’acides gras n-3, 100 g ou 100 kcal de produit doivent couvrir 15% des
ANC en ALA. De méme, pour étre riche en n-3, ce sont 30% des ANC en ALA qui doivent étre couverts
par 100 g ou 100 kcal de produit.

Un point reste cependant tendancieux dans ces critéres, qui concerne le mode de calcul du ratio n-
6/n-3. En effet, le rapport de 2003 de 'AFSSA sur les acides gras n-3 [239] stipule que « si le produit
est enrichi en précurseur, le rapport LA/ALA devrait étre inférieur a 5 » et que « si le produit enrichi en n-
3 [...] n’est pas enrichi en ALA, il doit étre suffisamment riche ou enrichi en EPA et/ou DHA pour que le
rapport pondéré [...] soit lui aussi inférieur a 5 ». Ce rapport pondéré étant LA/(EPA*10 + DHA*10).

Ce mode de calcul a été validé par la DGCCREF et relayé dans un document transmis aux industriels
agroalimentaires (23/02/05) [64]. Il est précisé que la notion « d’équivalent ALA » (EPA*10 + DHA*10)
n’est prise en compte pour calculer le ratio n-6/n-3 que si le produit ne contient pas d’ALA.
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Cependant, ’AFSSA diffuse depuis 2004 un résumé du rapport publié en 2003, ou le mode de calcul
présenté est différent : « le rapport LA/ acides gras oméga 3, ou les acides gras oméga 3 incluent ’ALA,
le DHA et ’EPA (le facteur de bioéquivalence fixé a 10 permet de convertir les apports en DHA et EPA en
ALA), on parlera plus généralement du rapport LA/ équivalent ALA » [8].

Ce mode de calcul n’est pas reconnu par la DGCCREF, et cette dissension entre recommandation de
’AFSSA et décision de la DGCCRF permet a des corps gras ayant un ratio n-6/n-3 trop élevé (si le ratio
est calculé selon la méthode de la DGCCRF) d’afficher des allégations santé, en mentionnant une
valeur obtenue avec la formule révisée de 'AFSSA.

II/ Consommations et recommandations

L’AFSSA a défini les ANC, les besoins en chaque nutriment pour les différents groupes de la
population francaise. Ces recommandations sont basées sur la couverture des besoins de chacun,
selon son sexe, sa classe d’age ou encore son niveau d’activité physique [287, 503].

Le tableau D-XVII présente les données de consommation moyenne de lipides de la population
francaise, comparées aux ANC [239, 445, 504, 544]. Les catégories de lipides présentées ont été
choisies pour leur influence sur la nutrition lipidique et les pathologies associées. En effet, les
chapitres précédents ont montré que les SFA influent sur le métabolisme du cholestérol, tandis que le
LA et ’ALA sont métabolisés en eicosanoides impliqués dans le développement de l’athérosclérose.
Enfin les LCPUFA, et en particulier 'EPA et le DHA ont des réles protecteurs multiples dans le
mécanisme de ces pathologies.

Tableau D-XVI : Consommation francaise en lipides, et comparaison par rapport aux apports nutritionnels conseillés
par PAFSSA.

Abréviations : SFA : acides gras saturés, MUFA : acides gras monoinsaturés, LA : acide linoléique, ALA : acide a-
linolénique, LCPUFA : acides gras polyinsaturés a longue chaine, DHA : acide docosahexaenoique, 6/3 : ratio LA /
ALA, ANC : apports nutritionnels conseillés.

* Données issues des études SU.VL.MAX, Transfair et Aquitaine [239, 445, 504, 544].

** La valeur des ANC présentés est la moyenne pour hommes et femmes confondus [287, 503].

Energie Lipides SFA MUFA LA ALA LCPUFA DHA 6/3
39,4% 45,5% 40,2% 11,5% 0,8% 0,28% 0,15%

Consommation* 2110 kcal 14
924¢g 42¢g 37¢g 10,6 g 0,7¢g 0,26 g 0,13 g

33% 24,2% 60,6% 12,1% 2,4% 0,61% 0,15%
ANC** 2000 kcal 5
733 ¢ 17,7¢g 444 ¢ 89¢g 1,76 g 045¢g 0,11g

Bilan +110 kcal +25% +140% -15% +20% -60% -40% - exces

Si les données de consommation sont comparées aux ANC préconisés par ’AFSSA, il apparait que les
lipides en général, et les SFA en particulier, sont apportés en excés dans le régime alimentaire
francais. Les MUFA, ’ALA et les LCPUFA (autres que le DHA) sont quant a eux en déficit.

Un nouveau groupe de travail a été formé par I'AFSSA pour travailler sur les ANC, et plus
particulierement sur les AG n-3.

De nouveaux ANC pour les AG n-3 sont attendus, ainsi que des précisions concernant chaque acide
gras de cette famille, en dissociant le précurseur et ses produits d’élongation. Il semble plausible que
les ANC pour les LCPUFA soient augmentés, le rendement de conversion de ’ALA en EPA et DHA
ayant été largement surestimé (cf. chapitre « Les lipides alimentaires »). De plus, 1’établissement d'un
ANC pour I’EPA parait également inévitable, puisque, jusqu’a présent, seuls ’ALA et le DHA étaient
concernés. La mise au point du profil en acides gras du produit doit donc aller au-dela des ANC
actuels, pour répondre a ces futures recommandations.

Ce groupe de travail devra également rendre un rapport sur les effets spécifiques du précurseur,
opposés a ceux de 'EPA et du DHA. Au vu de la recherche bibliographique effectuée sur I'impact des
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AG n-3 sur le développement des maladies cardio-vasculaires (chapitre « Pathologies liées au
métabolisme des lipides »), la conclusion de ce rapport ne pourra qu’appuyer la démarche choisie dans
la thése, prouvant la nécessité d’apporter de ’EPA et du DHA, puisque, a ce jour, seuls ces acides gras
ont montré de réels effets sur la santé cardio-vasculaire.

III/ Etablissement du profil optimal

L’objectif nutritionnel visé a travers ce produit est tout d’abord de participer au rééquilibrage des
apports lipidiques de la population francaise, puisque, comme vu dans la partie précédente,
l'alimentation moyenne en France est déficitaire en MUFA et en PUFA de la famille n-3 (aussi bien le
précurseur que les dérivés a longue chaine). Il est également nécessaire de diminuer le ratio n-6/n-3
[239, 503, 544].

Ce produit n’entend pas apporter l’ensemble des lipides nécessaires cités dans les ANC, mais
participer a ’apport lipidique global de la maniére la plus judicieuse, étant donné la composition du
reste des apports d'une journée. Doivent donc étre pris en compte les apports excédentaires en SFA et
en LA dans le régime alimentaire francais.

En effet, les produits laitiers, la viande, la charcuterie et les patisseries, sucreries, viennoiseries
contiennent des SFA et MUFA, et les produits carnés et céréaliers des PUFA n-6 (majoritairement LA)
[544].

Etant donné la quantité croissante de produits alimentaires enrichis en n-3, il semble inutile
d’apporter les ANC complets en précurseur dans une portion. Il a donc été décidé qu’une portion de 30
g de corps gras devrait apporter environ 30% des ANC en LA, et la moitié des ANC en ALA.

Ces choix fixent le ratio LA/ALA a une valeur de l'ordre de 3, ce qui est en phase avec les
recommandations de différentes instances de santé publique. En effet, ’TAFSSA recommande une
valeur de 5 [287], au lieu de la valeur de 14 estimée par des études a grande échelle, comme
SU.VI.MAX ou Aquitaine [445].

Cette tendance se retrouve dans la plupart des pays industrialisés, puisque le WHO/FAO parle d'un
ratio de 3 ou 4 [514], la Deutsche gesellschaft ftir ernéihrung de 5 ou moins [261], et le Royaume-Uni de
4 (441, 542].

En ce qui concerne les LCPUFA n-3, 'apport d'une portion doit se baser sur les quantités observées en
étude clinique comme étant suffisantes pour induire un effet bénéfique pour le systéme cardio-
vasculaire. Dans ce sens, rappelons quelques chiffres :

v' Accidents cardio-vasculaires fatals : des effets bénéfiques ont été observés pour des doses de
0,3 a2 0,9 g/j selon les études [18, 19, 112, 166, 167, 209, 265, 266, 314, 431, 464, 467, 534],

v' Lipides sanguins (TAGp, HDL-cholestérol) : 0,4-0,8 g/j [110, 122, 166, 167, 171, 174, 311,
343, 369, 400, 411, 439, 461, 462, 464, 490],

v Pression artérielle : a partir de 0,2 g/j, mais souvent supérieur a 0,7 g/j [110, 127, 311, 341,
400, 490, 502],

v' Variabilité du rythme cardiaque et fréquence de base : a partir de 0,4 g/j [47, 90-93, 110, 242,
341],

v' Facteurs de coagulation : 1-1,5 g/j [3, 41, 62, 160, 213, 320, 363, 403, 446, 478, 493, 510],

v Marqueurs de l'inflammation : 0,5-1 g/j [2, 3, 84, 115, 138, 224, 288, 291].

Si les apports nutritionnels conseillés par PTAFSSA pour les LCPUFA sont de 0,45 g/j environ [287], ils
comprennent cependant les LCPUFA des familles n-6 et n-3, donc également I’ARA et le DPA (entre
autres), en plus de I'EPA et du DHA. Il peut donc étre postulé que cette dose est répartie en 0,225 g/j
de LCPUFA n-6, et 0,225 g/j LCPUFA n-3.

L’American heart association recommande un apport journalier en LCPUFA n-3 de 0,3 a 0,5 g [261]
tandis qu’une autre association de nutritionnistes américains va un peu plus loin, avec une valeur de
0,65 g/j [263]. Les recommandations britanniques dépassent quant a elles le gramme, avec 1,1 g/j
[263, 441]. Rappelons, enfin, que 'estimation de la consommation d’EPA+DHA au Japon est comprise
entre 1 et 2 g/j, pays ou lincidence des maladies cardio-vasculaires est trés inférieure a celle observée
dans les pays occidentaux, et ou ’espérance de vie est la plus longue au monde [477].
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Compte tenu de tout ceci, un apport compris entre 0,6 et 0,7 g d’EPA+DHA par portion semble
raisonnable pour permettre de mettre en évidence des effets positifs sur des facteurs associés au
risque de mortalité cardio-vasculaire.

La proportion de SFA doit étre inférieure a 30% des acides gras totaux pour rester dans le cadre des
allégations santé, mais ne peut étre inférieure a 25% car le produit doit atteindre la cible de texture
des produits de ’entreprise St Hubert.

Le profil d’acides gras retenu pour le produit comprend donc environ 25% de SFA, 45 a 50% de MUFA,

15 a 20% de LA, 5 a 7% d’ALA pour un ratio n-6/n-3 inférieur a 3, et enfin 4% de LCPUFA n-3 pour
une dose journaliére de 0,7g (tableau D-XVIII).

Tableau D-XVII : Le profil en acides gras choisi pour le produit de l’étude.

Abréviations : SFA : acides gras saturés, MUFA : acides gras monoinsaturés, LA : acide linoléique, ALA : acide a-
linolénique, EPA : acide eicosapentaenoique, DHA : acide docosahexaenoique, n-6/n-3 : ratio LA / ALA, FA : acides
gras totaux, ANC : apports nutritionnels conseillés.

* La valeur des ANC présentés est la moyenne pour hommes et femmes confondus [287, 503].

** Les ANC des LCPUFA n-3 sont estimés a la moitié des ANC des LCPUFA totaux conseillés par PAFSSA, soit 0,225

g/j.

Lipides SFA MUFA LA ALA  EPA+DHA 6/3
Profil (% FA) 59% 25%  45a50% 15420% @ 5a7% 4% <3
Portion (30 g/j) 177 ¢g 45¢ 8a9g 25a35g 09al2g 0,7 ¢ <3
% ANC*/portion 25%  18420% 28438%  50a70%  310%**

La balance entre EPA et DHA a l'intérieur de cette dose de 0,7 g par jour sera dirigée par la recherche
de l’huile de poisson employée dans la formulation du produit. En effet, les différents fournisseurs
présents sur le marché a ’heure actuelle ont des difficultés a proposer des produits réellement neutres
en terme de gotut et d’odeur.

Les huiles de poisson proposées montrent des répartitions variables entre EPA et DHA, avec deux
types de profils majoritaires : un a 60% d’EPA et 40% de DHA (type huile d’anchois) et un a 20% d’EPA
et 80% de DHA (type huile de foie de morue).

Il s’avére que dans ce projet le choix de 'huile de poisson, compte tenu des essais de fabrication, du
cout de la matiére et de la solidité du fournisseur, s’est porté sur un produit contenant au minimum
21% d’EPA et 15% de DHA (% des acides gras totaux). Les 4% de LCPUFA du profil optimal se
répartissent donc en 2,3% d’EPA et 1,7% de DHA, soit une dose journaliére de 0,4 g d’EPA et 0,3 g de
DHA.

Ce profil a été présenté a un comité d’experts réuni par 'entreprise, et composé de scientifiques et de
médecins reconnus dans les domaines de la nutrition, de la cardiologie, de la médecine générale ou
encore dans la mise en place d’é¢tudes cliniques. Il a été validé dans le cadre de ce projet, c’est-a-dire la
mise au point d’un corps gras équilibré nutritionnellement, utile en prévention des accidents cardio-
vasculaires.
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FORMULATION ET PHYSICO-CHIMIE — TEXTURE

INFLUENCE DE LA FORMULATION DE LA PHASE
CONCRETE SUR LA TEXTURE

La problématique de la texture d’'un produit axé santé est de réussir a intégrer aussi bien les exigences
nutritionnelles que les contraintes techniques. En effet, un produit destiné a une allégation santé ne
doit pas contenir plus de 30% de SFA (sur acides gras totaux), tandis que la cible de l'entreprise en
terme de texture est un produit ferme, qui ne fonde pas trop rapidement a température ambiante, et
qui soit « tartinable ». La conciliation de ces deux contraintes est déja réalisée dans les produits de la
gamme de St Hubert, mais le sujet de la thése introduit une difficulté supplémentaire, de par la dose
élevée d’huile de poisson a incorporer. Trés insaturée, cette matiére premiére reste fluide dans le
produit, et comme elle contient plus de SFA qu’une huile fluide classique, elle augmente le total des
SFA sans pour autant participer a I’élaboration du réseau cristallin.

Cette étude de formulation comprend deux types d’analyses différentes, la pénétrométrie et la
calorimétrie différentielle & balayage, dont les protocoles sont décrits dans les annexes expérimentales.
La premiére permet d’évaluer différents critéres de texture, comme la dureté du produit, sa résistance,
ou encore son caractere collant. La seconde permet d’apporter des explications sur les différences de
texture observées entre les produits dans les résultats de pénétrométrie.

Dans ce chapitre, ’analyse des résultats de pénétrométrie et de calorimétrie différentielle est précédée
de la présentation des matiéres premiéres utilisées dans cette étude.

I/ Caractéristiques des matiéres premiéres

Les différentes matieéres grasses utilisées dans cette étude peuvent étre classées en deux groupes, en
fonction de leur point de fusion. En effet, celles qui sont solides a température ambiante sont dites
« concréetes », et les autres sont dites «fluides ». La texture d'un corps gras est majoritairement
déterminé par les graisses concreétes, qui créent un réseau cristallin emprisonnant les huiles fluides.

I. 1) Graisses concrétes

Les matiéres premiéres intervenant dans la formulation du produit, et ayant un impact sur la texture,
sont les graisses concrétes suivantes: graisse de coprah, stéarine de palme, mélange d’huiles
fractionnées VD1 (référence produit du fournisseur) et huile de colza complétement hydrogénée.

La graisse de coprah est fournie par Cargill, ainsi que la stéarine de palme, dont le point de fusion est
de 50°C.

Le mélange d’huiles VD1 comprend 45 a 53% m/m d’huile de palmiste fractionnée, 28 a 34% m/m
d’huile de tournesol oléique et 18 a 23% m/m d’huile de palme fractionnée. Le fournisseur, ADM,
garde confidentielles les proportions exactes de ce mélange qui est réalisé a facon, avec comme
problématique de donner au produit un profil de fonte proche de celui obtenu avec une phase concréte
contenant du coprah et de la stéarine de palme, mais en apportant moins de SFA.

L’é¢tude de la formulation de la phase concréte des produits a conduit a 'utilisation d’huile de colza
complétement hydrogénée (point de fusion de 68°C, RP68, Uni-Mills, teneur en AG trans <1%). Cette
matiére premiére contient presque 95% d’acide stéarique, complétés de 5% d’acide palmitique (cf.
profil en acides gras des matiéres premiéres dans le tableau E-I page suivante). L’acide stéarique est
issu de ’hydrogénation compléte de I’'OA, du LA et de I’ALA présents a l'origine dans l’huile de colza.
De maniére a simplifier les propos, l'huile de colza complétement hydrogénée sera désignée dans ce
manuscrit sous le terme « colza hydrogéné ».

Remarque : 'hydrogénation des huiles consiste a diminuer le taux d’insaturation de la chaine
carbonée en faisant buller de I’'hydrogéne dans une huile raffinée en présence d’'un catalyseur (souvent
le nickel réduit) [146] ; le principe de la réaction est le suivant : une molécule de H2 réagit avec une
double liaison -CH=CH- pour conduire a 'obtention d’une simple liaison -CH2-CH2- par saturation des
deux atomes de carbone impliqués dans la double liaison d’origine [146] ; I’'hydrogénation partielle des
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huiles conduit a la formation de doubles liaisons en configuration trans, ce qui n’est pas recherché
dans le cas d’'un produit alimentaire, au vu des préoccupations liées a l'influence négative des AG
trans dans le développement des maladies cardio-vasculaires [249, 377] ; au contraire, I’hydrogénation
totale conduit a un produit constitué presque a 100% de SFA, ne contenant donc pas d’AG trans.

Tableau E-I : Profil en acides gras des graisses concrétes intervenant dans les formules de Uétude.

Stéarine de palme : stéarine ayant un point de fusion de 68°C, Mélange VDI : mélange d’huiles fractionnées
contenant du tournesol oléique et des fractions de palmiste et de palme, Colza hydrogéné : colza completement
hydrogéné, ayant un point de fusion de 68°C,.

Abréviations : SCSFA : acides gras saturés a courte chaine, LRA : acide laurique, MA : acide myristique, PA : acide
palmitique, SA : acide stéarique, LCSFA : acides gras saturés a longue chaine, SFA : acides gras saturés totaux,
MUFA : acides gras monoinsaturés, LA : acide linoléique, ALA: acide a-linolénique, LCPUFA : acides gras
polyinsaturés a longue chaine.

Les acides gras sont exprimés en proportion des acides gras totaux, mesurés par l'aire des pics obtenus en
chromatographie en phase gazeuse.

MP SCSFA LRA  MA PA SA  LCSFA SFA MUFA LA  ALA LCPUFA
Coprah 14,4 470 184 9,1 2,8 0,3 92,2 7.1 1,6 0,1 0,0
Stéarine de palme 0,3 0,2 1,2 56,9 49 0,6 64,3 28,7 6,5 0,1 0,0
Mélange VD1 2.9 274 106 168 32 0,6 61,6 34,0 4.6 0,1 0,0
Colza hydrogéné 0.3 0,1 0,1 4,7 93,0 1,0 98,9 0,0 0,0 0,0 0,0

Chaque matiére premiére apporte sa propre contribution au profil en acides gras des formules. En
effet, la graisse de coprah comprend en majorité des SFA a courtes chaines, ainsi que les acides
laurique et myristique, tandis que la stéarine de palme contient en majorité de l’acide palmitique.
Enfin, le mélange d’huiles fractionnées apporte les acides laurique, myristique et palmitique et le colza
hydrogéné, de l’acide stéarique.

La figure ci-contre montre les thermogrammes des graisses concrétes utilisées dans l'étude. La
technique employée pour cette analyse est la calorimétrie différentielle a balayage. Elle consiste a
balayer une plage de températures pour déterminer les zones de cristallisation ou de fusion des
populations de TAG contenues dans un produit. Pour ce faire, la différence d’énergie absorbée par
I’échantillon pour changer de température est comparée a ’énergie nécessaire pour augmenter de la
méme maniere la température d’'un témoin (capsule vide ou remplie d’un inerte).

Dans cette étude, le protocole choisi est une montée en température de -50°C a +100°C. Ceci permet
d’évaluer la fusion des TAG, et a été déterminé de maniére a analyser la zone problématique des
produits, c’est-a-dire le comportement a la remontée en température.

L’analyse nécessite de faire fondre le produit, de maniére a ne récupérer que la phase grasse, et ainsi a
s’affranchir du pic de fusion de la glace, qui génerait la lecture du thermogramme. Cette étape efface
I’historique de cristallisation du produit, et permet de comparer des formules indépendamment des
conditions de leur fabrication.

Les pics d’enthalpie observés sur les thermogrammes représentent donc une zone de température a
laquelle une réaction endothermique se produit, ce qui dans le cas des matiéres grasses évoque la
fusion d’une fraction des TAG. Il peut donc étre conclu que cette zone représente la plage de fusion
d’une population de TAG relativement homogéne en structure.

Les populations de TAG présentes dans chacune de ces matiéres premiéres sont trés différentes d’'une
graisse a l'autre, ce qui engendre des différences de comportement dans les produits, et donc offre la
possibilité d’optimiser leur texture en modifiant la fomulation.
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Figure E-1 : Thermogrammes des graisses concrétes utilisées dans U’étude (calorimétrie différentielle a balayage).

a) Huile de coprah, b) Stéarine de palme, c) Mélange d’huiles fractionnées, d) Colza completement hydrogéné.
La montée en température a été effectuée de -50°C a +100°C, a 5°C/min.
Abscisse : température (°C), Ordonnée : énergie absorbée (mW).

Il apparait clairement sur ces profils que la stéarine de palme et le mélange d’huiles fractionnées sont
constitués de deux grandes populations de TAG, dont la fusion se produit aux alentours de 10°C et
45°C pour la premiére, et de -15°C et +20°C pour le second. La graisse de coprah a une fusion plus
restreinte en terme de plage de température, puisque la totalité de cette matiére premiere fond entre
20°C et 25°C. Le colza hydrogéné, quant a lui, ne montre qu'un seul pic, situé a 69°C, ce qui
correspond au point de fusion de la tristéarine (TAG portant 3 résidus d’acide stéarique) [72].

Le tableau E-II ci-aprés récapitule les températures des pics de fusion des graisses concrétes, relevées
sur les thermogrammes obtenus par calorimétrie différentielle a balayage.

Tableau E-II : Températures de sommet des pics de fusion relevées sur les thermogrammes des graisses concrétes
utilisées (calorimétrie différentielle a balayage).

Abréviation : VD1 : mélange d’huiles fractionnées.
La signalétique de couleur des cases représente l'importance relative en terme de surface des pics d’une matiéere
premiére : rouge > orange > jaune > incolore. Les températures sont exprimées en degré Celsius.

80

Pic n°l n°2 n°3 n°4 n°5 n°6 n°7 n°8 n°9 n°10 n°l1
Coprah -27,4 - -16,0 -3,5 - - 20,9 244 - - -
Stéarine de palme - -23.4 - - - 8,4 16,6 25,8 - 47,8 -
VD1 - -23,6 -14,9 - 2,1 - 22,8 - 32,5 - -
Colza hydrogéné - - - - - - - - - - 68,8
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Comme estimé sur les profils, les graisses concretes utilisées dans ’étude ont des plages de fusion qui
différent d’une matiére a ’autre, et il est possible de les corréler avec leur composition en acides gras.
En effet, la graisse de coprah comprend majoritairement des SFA a chaine carbonée relativement
courte (de moins de 10 atomes de carbone a 14), et quasiment aucune insaturation. Ainsi les pics de
fusion sont concentrés dans les valeurs positives de température. A l'inverse, la stéarine de palme
comprend deux populations d’acides gras principaux, des SFA a 16 atomes de carbone environ, et des
MUPFA. Ceci correspond aux deux pics principaux relevés sur le thermogramme, aux alentours de 16°C
et 48°C.

Le mélange d’huiles fractionnées, réalisé de maniére & mimer le mélange graisse de coprah / stéarine
de palme, présente ainsi un profil en acides gras basé, d'une part, sur des SFA a 12 et 16 atomes de
carbone environ, et d’autre part, sur des MUFA. Les deux pics principaux, relevés a -15°C et +23°C
illustrent ce fait. Malgré cela, il semble que les fractions d’huiles utilisées dans ce mélange soient
constituées de TAG de structure différente de ceux qui sont rencontrés dans le coprah ou la stéarine
de palme. En effet, cette matiére présente un pic dans les températures négatives qui n’est retrouvé
dans aucun de ces deux profils, malgré une proportion de MUFA proche de celle de la stéarine de
palme (34% vs. 29% des acides gras totaux).

Enfin, le colza complétement hydrogéné a un comportement prévisible au vu de sa composition en
acides gras, qui comprend 93% d’acide stéarique, ce qui n’engendre qu’un seul pic de fusion retrouvé
a 69°C, du a la tristéarine.

I. 2) Huiles fluides

Outre I'huile de colza, trois huiles fluides entrent dans la composition des formules. Ce sont les huiles
de tournesol, de cameline et de poisson.

L’huile de tournesol a été utilisée au début de I’étude, étant une composante habituelle des produits St
Hubert & ce moment. L’intérét grandissant pour les acides gras essentiels, la problématique de
consommation excessive d’AG n-6 dans le régime alimentaire francais, et en particulier le besoin de
diminution du ratio n-6/n-3, ont conduit l'entreprise a retirer l’huile de tournesol de 'ensemble de ses
produits, ce qui a également inclus les produits en développement.

Une huile particuliére a été employée dans les premiéres formules testées, ’huile de cameline (Cavac).
Contenant en moyenne 38% d’ALA pour un ratio n-6/n-3 de 0,4, elle a été mise en avant lors de la
recherche bibliographique sur la composition en acides gras des huiles végétales pour sa teneur élevée
en précurseur (cf. chapitre « Les matiéres premiéres : les huiles »). La décision d’incorporer une autre
source d’ALA en plus de l’huile de colza a été motivée par différentes raisons : mise en avant possible
d’une source d’ALA particuliére sur le produit (communication), possibilité d’augmenter la quantité
d’ALA par portion et possibilité de diminuer le ratio n-6/n-3. Cependant la qualité insuffisante de cette
matiére premiére et son cout excessif a engendré I’'abandon de cette huile au cours de l'étude.

Derniére huile fluide a entrer dans la composition du produit de ce projet, I’huile de poisson, proposée
par Lipid Nutrition (Marinol C-38), contient au minimum 21% d’EPA et 15% de DHA selon les données
du fournisseur. L’analyse en chromatographie en phase gazeuse de cette huile montre 22% d’EPA,
17,6% de DHA, et 6,6% d’autres LCPUFA n-3 (20:3 n-3, 20:5 n-3, 22:4 n-3...).

Tableau E-III : Profil en acides gras des huiles fluides intervenant dans les formules de Uétude.

Abréviations : SCSFA : acides gras saturés a courte chaine, LRA : acide laurique, MA : acide myristique, PA : acide
palmitique, SA : acide stéarique, LCSFA : acides gras saturés a longue chaine, SFA : acides gras saturés totaux,
MUFA : acides gras monoinsaturés, LA : acide linoléique, ALA : acide a-linolénique, LCPUFA : acides gras
polyinsaturés a longue chaine.

Les acides gras sont exprimés en proportion des acides gras totaux, mesurés par laire des pics obtenus en
chromatographie en phase gazeuse.

MP SCSFA LRA  MA PA SA LCSFA SFA MUFA LA  ALA LCPUFA
Colza 0,0 0,0 0,1 4.6 1,7 1,0 7.6 64,8 19,1 8,1 0,0
Tournesol 0,0 0,1 0,1 6.3 4,0 1,2 11,9 26,6 61,1 0,1 0,0
Cameline 0,0 0,0 0,1 5.9 2,9 1,7 12,7 33,0 214 298 0,0
Poisson 0,0 0,1 55 9,9 2,6 0,9 19,8 18,5 1,2 0,5 50,1
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Chacune des huiles fluides présentées dans le tableau E-III contient un ou deux acide(s) gras
particulier(s), qu’il est intéressant d’inclure dans les formules. En effet, I’huile de colza apporte des
MUFA et les précurseurs essentiels pour un ratio de 2,3, tandis que l'huile de cameline apporte les
mémes acides gras, mais pour un ratio de 0,7 (beaucoup plus d’ALA). Enfin, ’huile de tournesol
contient surtout des MUFA et du LA, et l’huile de poisson des LCPUFA n-3. Cette derniére huile
contient malgré tout 20% de SFA, ce qui est bien supérieur a la proportion habituelle de SFA dans une
huile fluide. En effet, le colza n’en contient que 7,6%, le tournesol 11,9%, et la cameline 12,7%. La
conséquence de cette particularité de composition est la difficulté a mettre au point un produit ayant
un taux de SFA minimisé, tout en restant dans la cible de I’entreprise en terme de texture.

La figure ci-aprés présente les thermogrammes des huiles fluides utilisées dans l’é¢tude, et permet de
visualiser les différentes populations de TAG rencontrées dans ces matiéres premieres.
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Figure E-2 : Thermogrammes des huiles fluides utilisées dans ’étude, obtenus par calorimétrie différentielle a
balayage.

a) Huile de colza, b) Huile de tournesol, c¢) Huile de cameline, d) Huile de poisson.
La montée en température a été effectuée de -50°C a +100°C, a 5°C/min.
Abscisse : température (°C), Ordonnée : énergie absorbée (mW).

La premiére observation évidente est que ces huiles fondent toutes a des températures négatives, ce
qui justifie leur classification dans la catégorie des matiéres premiéres dites « fluides ».
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L’huile de colza se différencie de la cameline et du tournesol de par sa composition en acides gras, ce
qui est visible sur les thermogrammes. En effet, cette matiére premiére contient deux fois plus de
MUFA que de PUFA (65% vs. 30%), au contraire des deux autres huiles qui sont constituées de 30%
de MUFA en moyenne, vs. 55% de PUFA. Ceci explique les températures plus négatives des pics de
fusion de ces derniéres par rapport a ’huile de colza.

Contrairement a ce qui aurait pu étre attendu, ’huile de poisson a une plage de fusion comprise entre
-30°C et -5°C, avec deux maximums, a -17°C et -13°C au lieu de températures beaucoup plus
négatives. Ceci dénote une composition en TAG homogéne en terme de point de fusion, et donc en
terme de structure (nature des trois acides gras estérifiés sur le glycérol).

De la méme maniére que pour les graisses concreétes, les profils présentés dans la figure E-2 ont été
analysés et résumés dans le tableau E-IV ci-aprés.

Tableau E-IV : Températures de sommet des pics de fusion relevées sur les thermogrammes des huiles fluides

utilisées (calorimétrie différentielle a balayage).

La signalétique de couleur des cases représente l'importance relative en terme de surface des pics d’une matiére
premiére : rouge > orange > jaune > incolore.
Les températures sont exprimées en degré Celsius.

Pic n°l n°2 n°3 n°4 n°5
Cameline -37,2 -33,7 -25,9 -15,4 -10,2
Colza - -31,4 -23,1 -14,4 -
Tournesol -39,6 -29.3 -23,4 - -12,2
Poisson - - - -17,1 -12,8

Ce tableau montre que les huiles de cameline et de tournesol sont probablement constituées d’une
plus grande variété de TAG que l’huile de colza, outre le fait que leur profil soit plus insaturé. En effet,
si la fusion de la totalité de l’huile de colza est concentrée sur une plage de 15°C (-30°C a -15°C
environ), la fusion de la cameline et du tournesol s’étale sur prés de 30°C (-37°C a -10°C pour la
premiére, et -40°C a -12°C pour le second). Au contraire des autres huiles fluides, ’huile de poisson,
malgré la proportion importante de LCPUFA entrant dans sa composition, a une plage de fusion
apparaissant a des températures plus proches de 0°C. Ceci est probablement dG a sa composition :
environ 20% de SFA, 20% de MUFA et 60% de PUFA, tout en ayant des TAG assez homogénes, les
PUFA étant majoritairement estérifiés en sn-2 [24, 54, 58, 95, 216, 268, 4195].
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INFLUENCE DE LA FORMULATION DE LA PHASE
FLUIDE SUR LA FLAVEUR

La problématique de cette partie de l'étude est la flaveur désagréable générée dans les produits
supplémentés en huile de poisson, bien qu’elle ait été « désodorisée » par le fournisseur. Comme mis
en évidence dans les chapitres « Protection des corps gras » et « Bases de la formulation », cette flaveur
peut étre due a deux phénomeénes différents, l'oxydation des PUFA, d’une part, et la génération de
composés volatils au cours de la fabrication, d’autre part. L’optimisation de la formulation de la phase
fluide du produit a permis de limiter ces phénoménes de maniére significative, ce qui fait l'objet du
présent chapitre.

Les moyens d’analyse développés au cours de cette partie du travail ont été de deux types:
premiérement, I’analyse des composés volatils par chromatographie espace de téte, et, deuxiémement,
les « dégustations » réalisées au sein de I’équipe de recherche et développement de l’entreprise. Les
produits n’ont pas été testés en analyse sensorielle proprement dite car la flaveur « poisson »,
importante dans les premiers produits, aurait perturbé le jury. Le protocole d’analyse concernant la
chromatographie espace de téte est présenté dans les annexes expérimentales.

La premiére partie du chapitre concerne I'’étude du comportement de I’huile de poisson au contact de
leau, et la deuxiéme présente la formulation du produit de maniére a diminuer la flaveur « poisson ».

I/ Lavage d’huile de poisson a I’eau

La premiére difficulté concernant la mise au point d'une margarine enrichie en huile de poisson réside
dans le choix du fournisseur. En effet, la fragilit¢é de cette matiére premieére, due a la proportion
importante d’acides gras hautement polyinsaturés, rend les processus de raffinage et de
désodorisation d’autant plus complexes.

Le compromis nécessaire entre qualité de la désodorisation et maintien des qualités nutritionnelles
pousse souvent certains fournisseurs a proposer des huiles qui ont encore une flaveur « poisson »
prononcée. La phase de test de ces différents produits disponibles sur le marché a permis d’identifier
une huile d’anchois et de sardines dont la teneur en EPA et DHA est trés satisfaisante (21% d’EPA et
15% de DHA minimum, Marinol C-38, Lipid Nutrition), et dont la neutralité organoleptique — a
louverture des contenants — permet d’envisager une mise en ceuvre facilitée.

Les premiers essais de fabrication ont rapidement mis a jour une réaction inconnue de l’huile de
poisson au contact de l’eau, générant des composés volatils désagréables. Deux hypothéses peuvent
étre avancées pour expliquer ce fait : d’une part, l'oxydation de I’huile de poisson par 'oxygéne dissous
dans l'eau et les traces métalliques contenues dans l'eau de ville, et, d’autre part, la synthése du Z-4-
heptenal a partir du E,Z-2,6-nonadienal par hydratation et conversion rétro-aldol. La partie de I’étude
présentée dans ce chapitre concerne donc l’analyse de ces phénoménes et la mise en évidence des
molécules impliquées.

Le protocole de manipulation consiste en des lavages successifs de ’huile de poisson par de l'eau, et
l’analyse en chromatographie espace de téte d’échantillons prélevés entre chaque lavage. Cette
technique chromatographique permet de séparer sur une colonne les différents composés volatils
contenus dans le produit, et dégagés pendant l'incubation de l’échantillon dans une enceinte
thermostatée.

Le chromatogramme obtenu comporte 21 pics, retrouvés dans la plupart des formules de produits
alimentaires. Ces pics ont été arbitrairement nommés Y, F, G, H, Z, A, X, B, B, C,D’, D, E, E’, 1, I’, J,
K, L, L’ et M, au fur et a mesure de I’étude. Dans ’étude sur le lavage des huiles de poisson, les pics
trouvés sur les chromatogrammes, et communs avec ceux des produits finis (méme temps de rétention
dans les mémes conditions d’analyse et la méme colonne) ont été nommeés avec la méme lettre. Ont
ainsi été retrouvés les pics Y, F, G, H, Z, A, X, B, B’, C, D’, D, E, E’, I’ et L’. Les échantillons étant de
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méme taille, il est possible d’assimiler la quantité d'un composé a l'aire du pic associé, et ainsi de
comparer l'aire de ce pic d’'un échantillon a l’autre. L’aire d’'un pic est exprimée en unité arbitraire
(u.a.), et est calculée par le logiciel d’acquisition des données.

Deux colonnes différentes ont été utilisées au cours de la thése. En effet, la premiére colonne a été
remplacée en cours d’é¢tude. De maniére a pouvoir continuer a analyser les produits sur la nouvelle
colonne de mémes caractéristiques, mais issue dun lot de fabrication différent, une étude de
correspondance a été réalisée, de maniére a vérifier les temps de rétention des pics retrouvés dans les
produits. Le tableau ci-aprés montre les temps de rétention des pics dans les deux colonnes.

Tableau E-V : Comparaison des temps de rétention des pics sur les deux colonnes de chromatographie en phase

gazeuse (injecteur espace de téte) utilisées dans Uétude.

Pic Temps sur Temps sur.
colonne 1 (min)  colonne 2 (min)

Y 1,03 1,09
F 1,07 1,12
G 1,21 1,27
H 1,25 1,30
V4 1,28 1,35
A 1,39 1,44
X 1,44 -
B 1,51 1,58
B' 1,53 -
C 1,55 1,61
D' 1,60 -
D 1,62 1,68
E 1,69 1,75
E' 1,72 -

I 1,85 1,91
r 1,92 -

J 2,06 2,11
K 2,47 2,52
L 2,61 2,66
L’ 2,67 -
M 3,81 3,92

La comparaison de ces temps de rétention montre que six pics ne sont pas retrouvés dans la deuxiéme
colonne : X, B, D’, E’, I’ et L. Ces pics correspondent vraisemblablement a des isomeéres respectifs des
composés A, B, D, E, I et L. En effet, dans la plupart des cas, ces pics ne sont que des épaulements
sur le pic principal. Il semble qu’une faible différence entre les deux colonnes empéche la séparation
correcte de ces composés sur la deuxiéme colonne. Les aires des pics des isoméres ont donc été
sommeées dans ’étude des composés volatils, que ce soit lors du lavage des huiles de poisson par ’eau
ou lors de la mise au point de la formulation des produits. Ainsi ’aire du pic A dans le reste de ’étude
représente les aires des pics A et X, de la méme maniére B représente B+B’, D représente D+D’, E
représente E+E’, I représente I+I’ et L représente L+L’.

La chromatographie espace de téte utilisée dans cette étude est une technique répandue pour l’analyse
des composés volatils. En effet, cette méthode est connue pour générer moins d’artéfact de mesure
que, par exemple, la distillation a la vapeur, la distillation sous vide ou encore l'extraction par solvant.
Il existe deux types de chromatographie espace de téte, dont la technique dite statique, utilisée au
cours de la thése, qui consiste & incuber dans un four un échantillon scellé, et a prélever une fraction
de l'espace de téte aprés équilibrage des composés volatils entre le produit et I’atmosphére. L’autre
technique, dite dynamique, consiste & adsorber les composés volatils sur un piége, puis a les désorber
pour les injecter dans la colonne. Cette derniére méthode est moins adaptée pour prévoir la réponse
organoleptique d’'un jury d’analyse sensorielle, car elle ne permet pas de mettre en évidence les
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composés qui sont volatils dés les plus basses températures, ni ceux qui sont les plus représentatifs
de la flaveur générale de I’échantillon [16].

L’identification de ces pics passe par l'utilisation d’'un chromatographe espace de téte couplé a une
spectrométrie de masse. Cette analyse, qui aurait été trés intéressante pour permettre d’aller plus loin
dans les interprétations et les hypothéses de cette partie de la thése, n’a pas pu étre réalisée par
manque du matériel adéquat disponible sur place.

I. 1) Profil en composés volatils des huiles de poisson anhydres

Plusieurs qualités d’eau ont été testées dans cette étude sur le comportement de 1’huile de poisson
mise en contact avec de l'eau: eau de ville, eau distillée et eau distillée désaérée. Utiliser ces
différentes eaux permet de mettre en évidence I'impact de la composition de ’eau sur le développement
des composés volatils. En effet, la comparaison eau de ville / eau distillée permet d’étudier l’effet de la
présence d’éléments ionisés et de traces métalliques, et la comparaison eau distillée / eau distillée
désaérée, l'effet de 'oxygéne dissous. De méme, deux types d’huiles ont été utilisés, une huile de
fabrication récente, neutre au niveau organoleptique, et une huile conservée plus longtemps, de
laquelle une légére odeur de poisson se dégage. La figure ci-aprés permet de comparer les
chromatogrammes des deux huiles anhydres.
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Figure E-3 : Comparaison des chromatogrammes espace de téte des deux huiles anhydres utilisées pour les lavages.

Symboles : Profil violet : huile de fabrication récente, Profil bleu : huile de fabrication ancienne.
Temps de rétention (min) : Y: 1,04 ; F: 1,07, G: 1,22, H: 1,25,Z: 1,28, A:1,40,B:1,51,C:1,56,D: 1,63, E: 1,70,
I:1,91.

La comparaison des profils met en évidence la présence de sept composés principaux dans l’huile
ancienne : Y, H, Z, B, C, E et I (aires de 0,24+0,00, 0,09+0,01, 0,15+0,00, 0,37+0,02, 0,10+0,01,
2,07+0,04 et 0,08+0,01 u.a. respectivement). Le chromatogramme de l’huile récente n’en montre que
cing, et d’aires moins importantes : Y, H, B, C et D (0,53+0,02, 0,09+0,01, 0,12+0,00, 0,23+0,03 et
0,23+0,00 u.a. respectivement). Cependant les pics C et D ont une aire dans l’huile récente supérieure
a celle dans l’huile ancienne.

Les deux huiles ayant la méme provenance et la méme qualité, il peut étre conclu que :
i) Le vieillissement de cette matiére premiére développe les pics Z, B, C, D, I et surtout E au cours du
temps, composés que l'on peut associer a 'oxydation des PUFA (en absence d’eau) ;
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ii) Les composés C et D seraient dégagés dans un premier temps, et dégradés par la suite, tandis que
les pics Z, E et I seraient produits dans un second temps.

De maniére a faciliter ’analyse de 1’évolution des pics au cours des lavages, les chromatogrammes
sont transposés en histogrammes dans le reste de l’étude.

I. 2) Protocole de lavage

Le protocole de manipulation est le suivant :

1) Placer 30 g d’huile de poisson contenant 2000 ppm d’antioxydants (1600 ppm de mélange de
tocophérols naturels et 400 ppm de palmitate d’ascorbyle, la supplémentation est effectuée en
amont de l'expérience) dans une bouteille en verre de 100 mL.

2) Ajouter 30 g d’eau de ville, distillée ou distillée désaérée (dégazée sous vide).

3) Remplacer l'espace de téte de la bouteille par de l'azote, et fermer rapidement la bouteille a
I’aide d'un bouchon.

4) Agiter le mélange quelques secondes pour faciliter le contact eau / huile malgré la différence de
densité entre les deux liquides, puis placer la bouteille en chambre froide (4°C) et a l’abri de la
lumiére pendant 15 minutes.

5) A lissue du temps d’attente, prélever 4 g d’huile (huile lavée 1) et 4 g d’eau (eau de lavage 1).

6) Verser rapidement chaque échantillon dans un flacon en verre destiné a la chromatographie
espace de téte, rendu hermétique par scellage d’'un bouchon métallique a septum en caoutchouc.

7) Répéter les étapes 3 a 7 quatre fois supplémentaires.

Remarque : un échantillon de 4 g d’huile de poisson anhydre est également analysé en
chromatographie espace de téte, pour servir de témoin. Cette huile est prélevée aprés supplémentation
en tocophérols, mais pas en palmitate d’ascorbyle, la supplémentation en tocophérols étant réalisée
dés réception de l’huile.

I. 3) Impact des lavages a I’eau sur les huiles de poisson

Les huiles de poisson ont été soumises a cinq lavages successifs a ’eau.

Les aires des pics citées dans cette partie de I’étude sont exprimées sans écart type car il n’a pas été
fait de répétition.

Les histogrammes sont organisés comme suit : a gauche figure le profil de ’huile anhydre utilisée pour
le lavage (dite native), au centre, les aires de chaque pic retrouvé aprés le premier lavage (somme de
laire retrouvée dans l’huile et de celle retrouvée dans l’eau), et a droite, les aires des pics apres le
cinquiéme lavage. Le choix d’ajouter l’aire des pics retrouvés dans l’huile et dans 'eau a été fait de
maniere a identifier toute variation dun pic, quelle que soit sa répartition huile / eau. Cette
caractéristique sera abordée dans la suite de ce chapitre.
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1) Impact du lavage a Ueau distillée sur une huile récente

Ce premier lavage concerne l'huile anhydre de fabrication récente, mise en contact avec de l’eau
distillée.
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Figure E-4 : Evolution de Uaire des pics obtenus par chromatographie espace de téte au cours du lavage a Ueau
distillée d’huile de poisson récente.

Native : profil de Uhuile anhydre, Lavage 1 : profil du mélange eau / huile aprés le premier lavage (pour chaque pic
Uaire retrouvée dans l’huile est ajoutée a Uaire retrouvée dans l'eau), Lavage 5 : profil du mélange eau / huile aprés le
cinquieme lavage.

Par rapport au profil de l’huile anhydre, il apparait clairement sur le graphe ci-dessus que quatre
composés se dégagent suite a ce premier contact avec ’eau : B, C, D et E. Si l'aire des pics C, D et E
est comprise entre 0,5 et 2 u.a., celle de B est de plus de 40 u.a. (le sommet de la barre a été tronqué
sur le graphique de maniére a mettre en évidence les valeurs des autres pics).

Le contact prolongé entre l'eau et ’huile change profondément le profil du chromatogramme. En effet,
les pics B et E diminuent de maniére spectaculaire (-97% et -86% respectivement), tandis que les
composés C et D montrent une diminution plus limitée, de 'ordre de 40%. Dans le méme temps, le pic
A augmente fortement, passant d'une valeur de 0,13 dans le lavage 1 a 4,74 u.a. dans le lavage 5. 11
est possible que les composés B, C, D et E soient dégradés quand le contact avec ’eau se prolonge. Le
vieillissement de I’huile en absence d’eau montre que le pic E est le seul qui subsiste au cours de la
durée de vie de l’huile, les composés B, C et D n’atteignant pas, dans l’huile ancienne, des valeurs
aussi importantes que celles relevées dans le cas du lavage.

A ce stade de I’étude, plusieurs hypotheéses peuvent étre formulées :

i) Les composés B, C, D et E sont vraisemblablement impliqués dans l'oxydation de ’huile, confirmant
I’analyse de la comparaison des profils des deux huiles anhydres en ce qui concerne B et E, mais aussi
le fait que C et D soient également dus a 'oxydation, ceci & un stade plus précoce ;

ii) Le fait que B soit dégagé de maniére aussi importante dans le cas du lavage a ’eau suggére que ce
composé est un produit primaire de 'oxydation ;

iii) B, C et D sont dégradés quand l'oxydation des lipides se poursuit. Ce seraient donc des formes
intermédiaires avant la formation d’autres composés finaux ;

iv) Concernant le pic E, soit sa dégradation est plus lente que celle des autres composés (ce qui
expliquerait pourquoi il subsiste dans l’huile ancienne), soit il est dégradé en un autre composé
uniquement en présence d’eau. Cette constatation rappelle la conversion rétro-aldol mise en évidence
dans l’é¢tude de Josephson et Lindsay (1987) [231] ;

v) Et enfin, le pic A étant absent des profils des huiles anhydres, il est possible que ce composé soit
issu d’une réaction particuliére entre 'eau et l’huile. Ce composé est peut-étre le produit terminal
d’une conversion type rétro-aldol. Ainsi E, aprés avoir été dégagé suite a 'oxydation des lipides, serait
converti en A au cours du contact avec l’'eau.
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Le comportement des composés minoritaires sera abordé dans le paragraphe de conclusion, leur
interprétation étant plus aisée en comparant les différents lavages, étant donné la faible surface de ces
pics.

2) Impact du lavage a ’eau distillée sur une huile ancienne

Les trois lavages suivants concernent l’huile de poisson de fabrication ancienne. Le graphe E-20
montre 1’évolution de la surface des pics au cours du lavage de cette huile par de 'eau distillée. La
comparaison de ce lavage avec celui du paragraphe précédent permet de mettre en évidence 'impact
de I’état de ’huile de poisson sur son comportement au contact de l'eau.
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Figure E-5 : Evolution de Uaire des pics obtenus par chromatographie espace de téte au cours du lavage a Ueau
distillée d’huile de poisson ancienne.

Native : profil de lhuile anhydre, Lavage 1 : profil du mélange eau / huile aprés le premier lavage (pour chaque pic
Uaire retrouvée dans l’huile est ajoutée a Uaire retrouvée dans l'eau), Lavage 5 : profil du mélange eau / huile aprés le
cinquieme lavage.

L’huile de poisson ancienne contient déja une quantité non négligeable du composé E (aire du pic de
2,07 u.a.). C’est ce pic qui augmente fortement (+166%) pour devenir le composé majoritaire du profil
issu du premier contact avec ’eau. Les pics A et C se dégagent également, le pic A atteignant une
surface de 2,76 u.a. et le pic C, 1,02 u.a.. On peut considérer que ces composés sont néo-formés, car
leur valeur dans l’huile anhydre était quasiment nulle (0,03+0,01 u.a. pour A et 0,10+0,01 u.a. pour
C).

Le contact prolongé de l’huile ancienne avec l'eau distillée entraine la diminution des pics C et E (-39%
et -41%, respectivement), tandis que le composé A continue d’étre formé, la surface du pic étant
presque multipliée par 3 entre le premier et le dernier lavage.

La comparaison du comportement d'une huile ancienne ou récente vis-a-vis de ’eau distillée montre
des points communs et des différences. En effet, les composés B et D ne sont pas dégagés lors du
contact d’'une huile ancienne avec 1’eau, au profit de E. Par contre le pic C est également retrouvé dans
cette expérience. De plus, le composé A se dégage de maniére importante dés le premier contact avec
l’eau, alors que dans le cas de l’huile récente ce phénoméne intervient aprés un contact avec ’eau plus
long. I1 semblerait donc que I’état de I'huile avant contact avec l'eau ait un impact sur la nature des
composés dégagés au cours du lavage, et sur leur vitesse de dégagement.

Plusieurs hypothéses peuvent étre avancées suite a ces constatations :

i) La poursuite de 'oxydation de ’huile continue de produire E, ce qui confirme que le composé E est
probablement un produit terminal de 'oxydation des lipides ;

ii) Cette expérience semble confirmer le fait que A soit un produit de transformation de E, puisque
dans la premiére expérience A n’est dégagé qu’aprés plusieurs lavages, quand E est produit, alors que,
dans cette manipulation, il est dégagé dés le premier lavage, ou E était déja présent ;
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iiij La diminution de E est vraisemblablement due a une réaction avec l'eau plutét qu’a une
dégradation comme celles de B, C ou D, puisque le composé A est produit trés rapidement au contact
avec ’eau, alors qu’il est absent d’'une huile ancienne contenant E.

3) Impact du lavage a l’eau de ville sur une huile ancienne

Le graphique ci-aprés montre Iimpact sur une huile de poisson ancienne du lavage a l'eau de ville. La
comparaison avec le paragraphe précédent permet de montrer l'influence de la présence d’éléments
ionisés et de traces métalliques sur le comportement de ’huile de poisson.
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Figure E-6 : Evolution de l’aire des pics obtenus par chromatographie espace de téte au cours du lavage a l'eau de
ville d’huile de poisson ancienne.

Native : profil de lhuile anhydre, Lavage 1 : profil du mélange eau / huile aprés le premier lavage (pour chaque pic
Uaire retrouvée dans l’huile est ajoutée a Uaire retrouvée dans l'eau), Lavage 5 : profil du mélange eau / huile apreés le
cinquieme lavage.

Par rapport a l’huile anhydre, le premier lavage a l’eau de ville a pour conséquence le dégagement des
composés C et E. L’aire de ces pics mesurée sur le chromatogramme est de 2,40 u.a. pour C, et de
8,97 u.a. pour E.

Le contact prolongé avec l’eau entraine la diminution du pic E (-42%). Contrairement aux lavages
précédents, non seulement le composé A n’est pas formé au contact de l'eau de ville, mais le pic C
double de surface entre le premier et le dernier lavage, au lieu de diminuer. Le pic Y apparait de
maniére plus importante dans le lavage a ’eau de ville que dans les précédents, sa surface atteignant
une valeur de 1,14 u.a. a l'issue du dernier lavage.

La différence majeure entre ’eau de ville et I’eau distillée est 'absence d’ions et de traces métalliques
dans la seconde. Il semble que cette différence de composition influence de maniére importante le
dégagement de composés volatils lors des lavages, empéchant la formation de A. Au contraire, certains
pics, non impliqués dans les lavages précédents, sont formés uniquement lors du contact prolongé de
I’huile de poisson avec l’eau de ville. C’est le cas des composés minoritaires Z, I et F, dont ’aire des
pics est comprise dans ce cas entre 0,22 u.a. pour I et 0,52 u.a. pour F. Parmi eux, Z et F augmentent
lors du premier lavage mais également pendant les suivants, tandis que I n’augmente que pendant le
premier contact et stagne par la suite.

Plusieurs hypothéses peuvent étre émises suite a ces conclusions :

i) Les composés Y, F, Z et I semblent étre issus de 'oxydation des lipides, et leur dégagement serait
stimulé par la présence de traces métalliques. Parmi eux, F et I semblent produits & un stade de
réaction tardif, apparaissant plus tard dans les lavages ;

ii) Dans cette expérience, le composé A n’apparait pas. La présence d’é¢léments ionisés ou de traces
meétalliques contenues dans l'eau de ville par rapport a ’eau distillée a visiblement un impact négatif
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sur le dégagement de A. En restant dans ’hypothése selon laquelle E est converti en A, il semble que
la qualité de l'eau ait un impact sur cette réaction ;

iiij) Le composé C apparait dans cette expérience, mais continue a augmenter au lieu de diminuer
comme dans les cas précédents, tandis que E diminue dans le méme temps. Il est possible que C soit
produit par deux réactions différentes, 'oxydation des lipides et la conversion de E, dans laquelle C
serait un intermédiaire entre E et A.

4) Impact du lavage a Peau distillée désaérée sur une huile ancienne

Ce dernier lavage fait intervenir de l’eau distillée désaérée. La comparaison avec le lavage a l’eau
distillée permet d’observer l'influence de l'oxygéne dissous dans l'eau sur le développement de
composés volatils. En effet, I’espace de téte de la bouteille étant remplacé par de l’azote, la seule
source d’oxygéne disponible dans le milieu pour 'oxydation des lipides est 'oxygéne dissous dans 'eau
qui est ajoutée pour le lavage. La désaération n’est sGrement pas compléte, car si I'eau distillée du
départ a été préparée avec précaution, les différentes étapes de prélévement d’échantillons ont pu
réintroduire de l'oxygéne dans l'eau.

Les réactions d’oxydation sont, malgré tout, réduites avec cette précaution supplémentaire, ce qui
apparait sur les profils.
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Figure E-7 : Evolution de Uaire des pics obtenus par chromatographie espace de téte au cours du lavage a Ueau
distillée désaérée d’huile de poisson ancienne.

Native : profil de lhuile anhydre, Lavage 1 : profil du mélange eau / huile aprés le premier lavage (pour chaque pic
Uaire retrouvée dans l’huile est ajoutée a Uaire retrouvée dans l'eau), Lavage 5 : profil du mélange eau / huile apreés le
cinquieme lavage.

Le premier contact avec ’eau engendre l'apparition des pics A, C et E, E étant le composé majoritaire
avec une surface de pic de 3,44 u.a.. Le contact prolongé avec ’eau entraine la diminution des pics E
et C (-43% et -22% respectivement) et 'augmentation de A (+155%). Ainsi, si ’évolution du composé E
est constante au cours des expériences de lavage d’huile ancienne, celle de A et C est différente :
- eau de ville: dégagement de C au premier contact, et augmentation par la suite, pas de
dégagement de A ;
- eau distillée et distillée désaérée : dégagement de A et C au premier contact, augmentation de
A et diminution de C par la suite.

La premiére conclusion de l'expérience de lavage de ’huile de poisson avec l’eau distillée désaérée est
la plus faible surface des pics par rapport aux trois types de lavages précédents. En effet, l'aire
maximale est ici de 3,44 u.a., contre 41,27 u.a. pour le lavage d’huile récente a l’eau distillée, 7,49
u.a. pour le lavage d’huile ancienne a l’eau distillée, et 8,97 u.a. pour le lavage d’huile ancienne a ’eau
de ville. L’absence d’oxygéne dissous dans l'eau, ainsi que l’absence de traces métalliques et
d’éléments ionisés, sont donc des freins importants au dégagement des composés volatils, ce qui
renforce ’hypothése de 'implication de phénomeénes oxydatifs dans ’apparition de ces pics. Ceci est
particulierement visible dans le cas du pic E. En effet, le premier lavage a ’eau de ville fait augmenter
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laire du pic E de 2,07 u.a. (valeur dans l’huile anhydre) & 8,97 u.a., tandis que l'eau distillée fait
augmenter E de 2,07 a 5,51 u.a., et ’eau distillée désaérée, de 2,07 a 3,44 u.a..

Les hypothéses émises suite a ’analyse de cette expérience sont les suivantes :

i) Le composé C, apreés avoir été produit dans le premier lavage, diminue au cours du contact avec
l'eau, tandis que A augmente, et ce dans les trois expériences ou le composé A est retrouvé dans les
chromatogrammes. De plus, dans l'expérience ou aucun dégagement de A n’est observé (eau de ville),
C continue a augmenter au cours des lavages, au lieu de diminuer. Ceci tend a confirmer la suite de
dégradation ou de conversion suivante : E > C 2> A ;

ii) Le composé G apparait sur le profil du premier lavage, et ce dans toutes les expériences. L’aire de ce
pic ne varie pas lors des lavages suivants, ce qui semble indiquer que ce composé ne subit pas de
réaction de dégradation. La présence de palmitate d’ascorbyle est une hypothése pour expliquer ce pic,
puisque les huiles natives ont été analysées avant la supplémentation en cet antioxydant, seuls profils
sur lesquels ce composé n’apparait pas. ;

iii) Le composé H quant a lui, est retrouvé a toutes les étapes de I’étude. et dans la méme optique que
I’hypothése précédente, il est possible que ce composé soit lié a la présence de tocophérols ;

iv) Enfin, le composé L n’apparait qu’au bout de plusieurs lavages, et uniquement dans le cas d’huile
de poisson de fabrication ancienne. La surface du pic ne varie pas de maniére importante en fonction
de la composition de ’eau, il semble donc qu'’il ne soit pas produit par une réaction d’oxydation. Une
hypothése quant a la nature de L est qu’il est peut-étre produit lors de la dégradation d'un des
composés issus des lavages précédents.

5) Conclusions sur les lavages

L’analyse des expériences présentées dans ce chapitre a conduit a la formulation d'un certain nombre
d’hypothéses. Ce paragraphe constitue le résumé de ces interprétations.

L’évolution des différents composés au cours des expériences permet de mettre en évidence deux types
de comportement, 'un lié a 'oxydation des lipides, et l’autre a une autre interaction entre l’huile et
l’eau, probablement une conversion du type rétro-aldol.

Les composés Y, F, Z, B, C, D, E et I seraient issus de 'oxydation des lipides. Parmi eux, Y, Z, B, C, D,
E et I peuvent se développer en absence d’eau, puisqu’ils ont été retrouvés dans I’huile de fabrication
ancienne, qui a été conservée longtemps, mais a l'abri de l'eau. Malgré cela, le dégagement des
composés Y, Z, I et F serait également stimulé par la présence de traces métalliques. Les composés B,
C et D semblent impliqués dans les premiéres étapes de l'oxydation d’une huile de poisson, B et D
étant vraisemblablement dégradés par la suite, tandis que E interviendrait plus tard au cours du
vieillissement de l’huile.

Il semble que C soit également issu de la conversion des produits d’oxydation des lipides (en
particulier E) au cours du contact avec 'eau. Le composé A serait quant a lui issu de la conversion de
C, cette réaction étant inhibée par la présence d’éléments ionisés ou de traces métalliques. Et enfin, L
serait produit lors d'une des réactions de dégradation ou de conversion des autres composés.

Les composés G et H, quant a eux, semblent étre dus a la présence d’additifs dans ’huile de poisson,
et non a une réaction propre de l’huile.

La qualité de l'eau influe vraisemblablement sur le développement de composés volatils, en agissant
sur l'oxydation des lipides de l'huile de poisson. Des analyses de 'eau du réseau de la Communauté
Urbaine du Grand Nancy montrent des traces de divers éléments ionisés, azotés et phosphorés, ainsi
que des oligo-éléments et des micropolluants minéraux. Ainsi, au mois de juillet 2007, ont été
retrouvés en particulier 40 ug/L de fer, 4 ug/L de cuivre et 0,9 ug/L de plomb (source : Laboratoire
IPL).

Ces éléments peuvent étre a lorigine de l'oxydation stimulée observée dans l'expérience de lavage
d’huile de poisson avec de l'eau du réseau, et mise en évidence par comparaison avec le dégagement
des composés volatils observé dans le cas du lavage de cette huile avec de 1’eau distillée.

Cependant, il est apparu au cours de ’étude que l'oxygeéne dissous dans l’eau est responsable d’une
plus grande augmentation de l'oxydation que ces traces métalliques dans l'eau du réseau. La

-119-



FORMULATION ET PHYSICO-CHIMIE — FLAVEUR

principale conséquence de ’emploi d’eau du réseau est le dégagement spécifique du composé C, au
détriment de A.

I. 4) Caractérisation des composés volatils

De maniére a caractériser plus précisément ces différents composés, la figure E-23 présente la
répartition préférentielle huile / eau des composés volatils apparaissant sur les chromatogrammes,
évaluée par la proportion de chaque composé, retrouvée soit dans l’eau, soit dans I’huile a I'issue d'un
lavage. Ces valeurs ont été calculées a partir de la somme des lavages 1 et 5 (huile 1 + huile 5 ; eau 1
+ eau 5) de chacune des expériences, et la moyenne figure sur le graphique. Cette somme a été faite de
maniere a prendre en compte le fait que certains pics ne se dégagent qu’apres plusieurs lavages (ex. L),
et que d’autres sont présents en plus grande quantité au début du contact avec ’eau (ex. B ou D).

Sur le graphe ci-aprés, la barre bleue représente la proportion du composé retrouvée dans l’eau. Le
complément entre cette valeur et 100% représente a inverse la proportion retrouvée dans l’huile.

Présence dans I'eau
100%: 1

90%:-
80%;
70%-
60%:
50%-
40%
30%:-
20%:
10%;{

0%

0O Huile
OEau

Figure E-8 : Histogramme représentant la répartition huile / eau des composés volatils retrouvés sur les
chromatogrammes espace de téte.

Les deux lignes rouges représentent la zone dans laquelle les composés sont considérés comme n’ayant aucune
préférence, ni pour les milieux polaires, ni pour les milieux apolaires (de 45 a 55% de présence dans l’eau). Les
composés dont une proportion supérieure a 50% est retrouvée dans l'eau sont dits a tendance hydrophile, et a
linverse, les composés dont la proportion est inférieure a 50% sont dits a tendance hydrophobe.

Les différents composés peuvent étre répartis en trois catégories : volatils n’ayant aucune préférence
de polarité, volatils a tendance hydrophobe, et volatils & tendance hydrophile. La zone de « neutralité »
a été arbitrairement définie entre 45% et 55% de présence dans l'eau. Ce graphique montre que les
différents composés étudiés sont soit « neutres », soit a tendance hydrophobe. En effet, les pics Y, Z et
A peuvent étre classés dans le premier groupe, tandis que les composés F, G, H, B, C, D, E, I et L
peuvent étre considérés comme étant hydrophobes.

Si 'on consideére les composés en fonction de 'ordre dans lequel ils semblent se dégager au cours de la
réaction d’oxydation mise en évidence dans cette étude, il apparait que les composés primaires sont
plus hydrophiles que les produits terminaux des réactions. En effet, les composés Y, Z, B, C et D,
dégagés dans les premiéres étapes des réactions, sont les moins hydrophobes, tandis que les pics F, E,
I et L, qui sont considérés comme des produits terminaux de 'oxydation, sont les plus hydrophobes.
L’hypothése avancée pour expliquer ce fait est que la réaction primaire d’oxydation est stimulée en
présence d’oxygeéne et de traces métalliques, tous deux présents dans l’eau avec laquelle 'huile de
poisson est lavée. Il est donc logique que les composés issus de la mise en contact de ces deux phases
non miscibles soient plutét neutres. Au contraire, il est possible que la dégradation de ces composés
en produits terminaux soit une réaction qui ne nécessite pas la présence d’eau, d’ou la nature
hydrophobe de ces molécules.
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Une exception cependant, le composé A, qui est le plus « neutre », alors que sa synthése intervient
dans une phase terminale de réaction. L’hypothése selon laquelle ce composé serait issu de la
transformation des produits d’oxydation selon une réaction de type conversion rétro-aldol permet
d’expliquer cette observation. En effet, si A est produit en présence d’eau, il parait nécessaire qu'il soit
au moins a tendance hydrophile.

Jacobsen et Meyer (1999) [222] ont étudié la répartition huile / eau des produits d’oxydation de la
mayonnaise. Elles concluent que la répartition préférentielle dans l’huile des composés volatils
augmente avec la longueur de la chaine carbonée, et augmente dans le cas des cétones par rapport
aux aldéhydes correspondants. En suivant ’hypothése selon laquelle les composés A et C sont issus
d'une conversion de E de type rétro-aldol, A étant le produit terminal, il parait logique de postuler que
A et C sont des aldéhydes de chaine carbonée plus courte que E, ce qui pourrait expliquer l'ordre de
préférence pour l’huile E > C > A.
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F. Résultats nutritionnels

« Nourris bien ton corps, ton ame y restera plus longtemps. »
[Proverbe breton]
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RESULTATS NUTRITIONNELS

ETUDE DE LA BIODISPONIBILITE CHEZ LE RAT
DE PUFA INCORPORES DANS UN CORPS GRAS

Le produit alimentaire mis au point au cours de la thése a été testé chez le rat, dans une étude
préclinique ayant deux buts principaux : prouver la biodisponibilité des AG n-3 ajoutés au produit et
prouver que l'addition de ces nutriments n’est pas délétére pour le statut oxydatif des organismes.

La biodisponibilité d'un nutriment d’intérét regroupe plusieurs aspects, que ce soit ’'absorption au
niveau intestinal, le métabolisme, ou encore l'utilisation au niveau cellulaire. Concernant les acides
gras, la biodisponibilité s’évalue par la composition en acides gras des lipides circulants, qui apportent
une information sur l'absorption intestinale et le métabolisme hépatique, mais aussi par la
composition des membranes cellulaires (cellules circulantes ou d’organes spécifiques). L’évolution du
statut oxydatif des lipides plasmatiques est observée en comparant l’activité vitaminique E et la
concentration en marqueurs de 'oxydation dans le plasma des animaux.

Le rat, reconnu comme étant un bon modéle de digestion, d’absorption et de métabolisme des lipides
par rapport a ’homme, est souvent utilisé dans les études publiées sur ces thémes [55, 56, 88, 219,
225, 280, 329, 398, 414, 515].

Cette étude a été réalisée a I'ITERG Nutrition (Talence, 33), sous la direction du Dr Nicole COMBE.

I/ Description de I’étude

I. 1) Design de I’étude

La biodisponibilité des PUFA n-6 et n-3 a été évaluée dans trois régimes, dans lesquels la fraction
lipidique (10% m/m) est apportée sous forme dun corps gras type margarine, différant entre les
groupes par son profil en acides gras.

31 rats males Wistar agés de 7 semaines ont été nourris avec un régime standard (UAR, AO4) pendant
10 jours, afin de stabiliser leurs apports alimentaires avant le début des régimes expérimentaux.

Au terme du régime de stabilisation, les 31 rats ont été séparés en trois groupes qui ont recu pendant
six semaines l'un des trois régimes suivants :

v’ régime n-6 : composé d'un corps gras riche en AG n-6 (régime correspondant a 3,8 g de LA
pour 100 g de régime), 10 rats,

v régime n-3: composé d’un corps gras riche en ALA (type St Hubert Oméga3, correspondant a
1,8 g de LA et 400 mg d’ALA pour 100 g de régime), 10 rats,

v' régime LCn-3 : composé du corps gras mis au point, riche en ALA, EPA et DHA (correspondant
a 1,2 gde LA, 450 mg d’ALA et 340 mg d’EPA-DHA pour 100 g de régime), 11 rats.

Remarque : Pour chaque régime, le corps gras a été ajouté a un aliment alipidique qui apporte aux
animaux tous les nutriments nécessaires a leur entretien, exceptés les lipides.

Le profil en acides gras des corps gras utilisés est présenté dans le tableau F-I.
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Tableau F-I : Profil en acides gras des corps gras utilisés dans ’étude, obtenu par chromatographie en phase gazeuse.

Les valeurs présentées sont exprimées en pourcentage des acides gras totaux.

Abréviations : n-6 : régime riche en acide linoléique, n-3 : régime riche en acide a-linolénique, LCn-3 : régime riche en
acides a-linolénique, eicosapentaenoique et docosahexaenoique, SFA : acides gras saturés, MUFA : acides gras
monoinsaturés, PUFA : acides gras polyinsaturés.

(% acides gras totaux) n-6 n-3 LCn-3
4:0 0,0 0,0 0,2
6:0 0,0 0,0 0,2
8:0 3,1 0,5 0,5
10:0 2,1 0,7 0,7
12:0 14,2 11,0 8,2
14:0 5.2 4,1 4.4
16:0 12,7 10,0 10,8
18:0 3,5 2,9 2,8
20:0 0,2 0,5 0,4
22:0 0,5 0,7 0,2
24:0 0,2 0,2 0,2
Total SFA 41,8 30,6 28,9
18:1 n-9 18,6 44,5 46,1
Total MUFA 19,2 47,1 48,6
18:2 n-6 38,1 17,6 12,4
20:3 n-6 0,0 0,0 0,0
20:4 n-6 0,0 0,0 0,2
Total PUFA n-6 38,1 17,6 12,9
18:3 n-3 0,1 4,0 4,5
20:5 n-3 0,0 0,0 1,9
22:5 n-3 0,0 0,0 0,3
22:6 n-3 0,0 0,0 1,5
Total PUFA n-3 0,1 4,0 8,5
Total trans 0,6 0,5 0,7
Autres 0,2 0,2 0,4
Total 100,0 100,0 100,0

Le profil en acides gras du produit LCn-3 mis au point au cours de la thése a été suivi dans le temps, a
la recherche d’une éventuelle dégradation des composés d’intérét, et ce, afin de vérifier que ’apport en
LCPUFA n-3 des animaux est constant au cours de 1’étude. De plus, la législation impose que la dose
d’acides gras d’intérét a la fin de vie du produit soit au minimum égale & 90% de la dose de départ.

Le profil en acides gras de ce corps gras a donc été suivi depuis sa fabrication jusqu’a 80 jours de
durée de vie. Le taux d’EPA et de DHA est conservé a 95%, ce qui est conforme a la réglementation
(données non illustrées).

Le poids des animaux a été mesuré trois fois par semaine, et a la fin des six semaines de régime, les
animaux ont été sacrifiés, a jeun. Lors de cette opération, le sang, le tissu adipeux péri-épididymaire et
le cerveau des rats ont été prélevés pour analyse, et évaluation de la biodisponibilité des PUFA dans
ces compartiments.

I. 2) Analyses effectuées

Les protocoles d’analyse sont décrits en annexes expérimentales, et ne sont que rapidement cités dans
ce paragraphe.

Le plasma et les hématies ont été isolés apres centrifugation du sang total. La composition en acides
gras des lipides circulants a été déterminée aprés extraction des lipides totaux plasmatiques par la
méthode de Folch et al. (1957) [154]. Les classes de lipides ont ensuite été séparées par
chromatographie sur couche mince, et les TAG, PL et EC ont été récupérés. Aprés transméthylation
des acides gras des différentes fractions par la technique BFs-méthanol de Morrison et Smith (1964)
[343], les profils en acides gras ont été obtenus par chromatographie en phase gazeuse.
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Les lipides totaux des hématies ont été extraits par la méthode de Peuchant et al. (1989) [389]. Les
acides gras de la PE, isolée par chromatographie sur couche mince, ont été analysés en
chromatographie en phase gazeuse aprés transméthylation, comme les lipides du plasma.

L’analyse du profil en acides gras de la PE des cellules cérébrales a été effectuée par la méme méthode.
L’analyse des acides gras du tissu adipeux a été effectuée par chromatographie en phase gazeuse,
selon la technique d’extraction et de transméthylation directe de Lepage et Roy (1984) [292].

Enfin, la concentration de la vitamine E dans le plasma a été déterminée par chromatographie en
phase liquide haute performance. L’évaluation de 'oxydation des lipides a été réalisée par le dosage
spectrophotométrique des TBARs — substances réagissant a I’acide thiobarbiturique (TBA) —.

Des profils en acides gras complets obtenus, seules les familles n-6 et n-3 sont présentées dans les
graphes de ce chapitre. Ainsi, ne figurent sur les graphiques que les acides linoléique (LA), dihomo-y-
linolénique (dihomo-GLA) et arachidonique (ARA) pour la famille n-6, et a-linolénique (ALA),
eicosapentaenoique (EPA), docosapentaenoique (DPA) et docosahexaenoique (DHA) pour la famille n-3.
L’ensemble des profils en acides gras des différents compartiments étudiés sont présentés dans le
tableau I-X, en annexe V.

Remarques :

- les valeurs présentées sont les moyennes des analyses effectuées sur chaque rat d’un groupe (trois
répétitions), donc sur 10 animaux pour les groupes n-6 et n-3, et sur 11 pour le groupe LCn-3;

- les différences entre les régimes ont été évaluées par le test t de Student, et un seuil a de 5% a été
choisi pour déclarer qu'une différence est significative.

I. 3) Croissance des animaux

Le poids des animaux a été suivi trois fois par semaine pendant les 42 jours de régime. A partir de ces
données, une courbe de croissance moyenne a pu étre établie pour chaque groupe d'animaux (n-6, n-3
et LCn-3) (figure F-1).

Poids des rats (g)
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45
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Figure F-1 : Evolution du poids des animaux des trois groupes au cours des six semaines de régime.

Les groupes n-6 et n-3 comprennent chacun 10 rats et le groupe LCn-3 11 rats.
Symboles : * : différence significative entre les groupes n-6 et LCn-3, ** : différence significative entre les groupes n-3
et LCn-3.

Il apparait sur le graphique F-1 que la croissance des animaux du groupe LCn-3 est légérement
inférieure (p<0,05) a celle des animaux du groupe n-6. En revanche, la croissance des animaux du
groupe n-3 n'est pas significativement différente de celle des animaux du groupe n-6, et ne l'est qu’en
quelques points avec le groupe LCn-3. Ceci indique qu’il existe une différence de croissance entre les
animaux des différents groupes, dans l'ordre n-6 > n-3 > LCn-3 en terme de poids, qui n’est
significative que pour les extrémes.
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Cette observation n’est pas confirmée par la littérature, des études de supplémentation en AG n-3
n’ayant occasionné aucune différence de poids chez les rats, que ce soit dans le cas de ’ALA ou de
DHA, avec des doses faibles ou élevées (200 mg ou 3,37 g/100 g de régime) [88, 398].

La pesée des organes prélevés a la fin des six semaines de régime et le rapport de ces masses a la
masse corporelle totale des animaux sont présentés dans le tableau II. Les rapports organo-
somatiques permettent de comparer le poids relatif des organes des animaux, afin de déceler une
différence de prise de tissu adipeux, ou une éventuelle toxicité au niveau hépatique.

Tableau F-II : Masse des organes des rats, exprimée brute et rapportée a la masse corporelle totale.

Les valeurs présentées sont les moyennes des animaux d’un groupe, la valeur entre parenthéses est l’écart type.

Les valeurs suivies de lettres différentes indiquent une différence significative entre les régimes.

Abréviations : n-6 : régime riche en acide linoléique, n-3 : régime riche en acide a-linolénique, LCn-3 : régime riche en
acides a-linolénique, eicosapentaenoique et docosahexaenoique.

Organe n-6 n-3 LCn-3
Masse corporelle totale (g) 403,4 (18,9) * 3914 (22,5) ab 374,9 (12,8) "
Foi masse (mg) 10,1 (0,8) 9,9 (0,8) 10,0 (0,9)
oie
masse / masse totale (mg/g) 25,1 (1,6) 25,4 (1,6) 26,7 (2,0)
. ) masse (mg) 9.4 (2,0) 9,1 (1,6) 8,0(2,1)
Tissu adipeux
masse / masse totale (mg/g) 23,4 (5,0) 23,2 (3,2) 21,4 (5,3)
masse (mg) 2,0 (0,1) 2,0 (0,1) 1,9 (0,1)
Cerveau b b a
masse / masse totale (mg/g) 4,9 (0,2) 5,0 (0,3) 5,2 (0,3)

Les résultats présentés dans le tableau F-II montrent que le régime LCn-3 induit une seule différence
significative avec les autres groupes, celle du rapport cerveau / masse corporelle totale, supérieur chez
les animaux de ce groupe. Plus précisément, le cerveau a la méme masse moyenne dans les trois
groupes, mais les rats sous régime LCn-3 ont une masse corporelle totale moins importante.

Une remarque cependant, conclure que les rats en croissance nourris avec le régime LCn-3
développent un cerveau proportionnellement plus gros que celui des autres animaux serait ambitieux.
Il est plus probable que si le poids des animaux est légérement inférieur a celui des autres rats, leurs
organes se développent normalement, ce qui est observé au niveau du cerveau et du foie.

Un point semble important a noter. La masse de tissu adipeux prélevée chez les rats du groupe LCn-3
est en moyenne inférieure a celle des deux autres groupes (différence de 15% et 12% par rapport aux
groupes n-6 et n-3, respectivement, p>0,05). Cette différence n’est cependant pas significative,
probablement a cause de la grande disparité entre les animaux du groupe LCn-3. Néanmoins, cette
tendance mérite d’étre relevée, en particulier du fait de travaux publiés sur le lien possible entre ratio
n-6/n-3 dans l'alimentation périnatale et développement de ’obésité [10, 11].

II/ Composition en acides gras des lipides plasmatiques

La composition en acides gras des lipides plasmatiques a été mesurée, de maniére a évaluer
I’absorption et le métabolisme des AG n-6 et n-3 dans les trois groupes d’animaux, et & mettre en
évidence des différences entre les régimes.

Parmi les fractions étudiées pour leur spécificité, les TAG présentent un profil en acides gras qui
refléte globalement celui des lipides ingérés par les animaux [46, 55, 329]. Les PL sont, quant a eux,
considérés comme des vecteurs privilégiés des LCPUFA, en particulier ARA et DHA [56, 344|.
Finalement, les EC constituent des « biomarqueurs » d’intérét pour I’ALA et ’EPA, en particulier [280,
344].
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II. 1) Composition en acides gras des triacylglycérols plasmatiques

Les profils en AG n-6 et n-3 des TAG plasmatiques sont présentés dans la figure F-2.
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Figure F-2 : Profil en acides gras des triacylglycérols plasmatiques, obtenu par chromatographie en phase gazeuse.

Abréviations : n-6 : groupe de rats sous régime riche en LA (n = 10), n-3 : groupe de rats sous régime riche en ALA (n =
10), LCn-3 : groupe de rats sous régime riche en ALA, EPA et DHA (n = 11), %AG : proportion de l’acide gras par
rapport aux acides gras totaux.

a) Famille des acides gras n-6, comprenant de gauche a droite LA, dihomo-GLA et ARA, b) Famille des acides gras n-
3, comprenant de gauche a droite ALA, EPA, DPA et DHA.

Chaque analyse a été effectuée trois fois. Les barres portant des lettres différentes indiquent une différence
significative entre les groupes pour l’acide gras testé (p<0,05).

La premiére conclusion qui s’impose suite a I’observation de la figure F-2 est le remplacement dans les
TAG plasmatiques des AG n-6 par des AG n-3 quand le régime contient des PUFA n-3. En effet, le LA et
I’ARA sont nettement diminués dans les régimes n-3 et LCn-3 (-60% en moyenne, p<0,05), tandis que
I’ALA, T’EPA, le DPA et le DHA sont augmentés (p<0,05), allant jusqu’a atteindre 4% et 8% des acides
gras totaux dans le cas du régime LCn-3 pour I'EPA et le DHA, respectivement. Entre les deux régimes
contenant des AG n-3, la supplémentation en LCPUFA n-3 ajoute un effet non négligeable a ’apport en
précurseur seul, puisque le taux d’EPA retrouvé dans les TAG circulants est multiplié par 5 entre les
régimes n-3 et LCn-3, et le taux de DHA, par 3 (p<0,05).

D’une maniére générale, le profil en acides gras des TAG du plasma, prélevé a jeun, est fortement
influencé par la composition du régime alimentaire. Cette analyse permet de confirmer la bonne
absorption des acides gras d’intérét apportés sous forme d’'une matrice alimentaire complexe.

Ces résultats sont confirmés par des études précédemment publiées, dans lesquelles la
supplémentation en AG n-3 induit chez le rat une augmentation de la proportion d’EPA et de DHA
dans les TAG plasmatiques [46, 55, 329]. Cependant, les effets observés sur les AG n-6 sur le
graphique F-2 ne sont pas confirmés par ces trois études. En effet, seuls les régimes incluant une forte
supplémentation en LCPUFA n-3 (1,15 a 2,1 g/100g de régime) montrent une diminution du LA et de
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I’ARA [46, 329], tandis que les régimes supplémentés avec une dose plus faible d’ALA (400 mg/100 g
de régime) ou de LCPUFA n-3 (1 g/100 g de régime) semblent neutres vis-a-vis des AG n-6.

II. 2) Composition en acides gras des phospholipides plasmatiques

Les profils moyens en AG n-6 et n-3 des PL plasmatiques sont présentés dans la figure F-3 ci-dessous.
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Figure F-3 : Profil en acides gras des phospholipides plasmatiques, obtenu par chromatographie en phase gazeuse.

Abréviations : n-6 : groupe de rats sous régime riche en LA (n = 10), n-3 : groupe de rats sous régime riche en ALA (n =
10), LCn-3 : groupe de rats sous régime riche en ALA, EPA et DHA (n = 11), %AG : proportion de l’acide gras par
rapport aux acides gras totaux.

a) Famille des acides gras n-6, comprenant de gauche a droite LA, dihomo-GLA et ARA, b) Famille des acides gras n-
3, comprenant de gauche a droite ALA, EPA, DPA et DHA.

Chaque analyse a été effectuée trois fois.

Les barres portant des lettres différentes indiquent une différence significative entre les groupes pour l'acide gras
testé (p<0,05).

Les résultats concernant les PL plasmatiques montrent la méme tendance que celle observée pour les
TAG, mais de maniére moins marquée. En effet, si les taux d’ARA, de DPA et de DHA sont nettement
modifiés par les régimes n-3 et LCn-3 (x4 en moyenne, p<0,05), les autres acides gras sont moins
influencés. Le LA n’est ainsi quasiment pas modifié par le régime n-3, tandis que I’ALA n’est retrouvé
qu’a de trés faibles proportions dans les trois groupes.

D’une maniére globale, il semble que 'apport de LCPUFA permette de diminuer ’ARA de maniére trés
importante, phénomeéne couplé a une augmentation de ’EPA et du DHA.

En remarque, citons linfluence du régime LCn-3 sur le LA et le dihomo-GLA, qui augmente la
proportion de ces acides gras de 24% et 260%, respectivement (p<0,05 dans les deux cas).

Cette augmentation, concomitante a la diminution de ’ARA, suggeére une inhibition de la conversion
des AG n-6. Deux hypothéses peuvent étre formulées sur l’étape précise de la conversion qui serait
inhibée par le régime LCn-3:
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i) Si 'augmentation du dihomo-GLA est considérée comme importante — augmentation de 0,36% des
acides gras totaux pour le groupe n-6 a 1,3% pour le groupe LCn-3 (p<0,05) —, alors il peut étre postulé
que c’est la A5-désaturation qui est inhibée ;

ii) Au contraire, si cette augmentation est considérée comme négligeable, il sera postulé que la A6-
désaturation est inhibée.

Les PL plasmatiques sont des vecteurs privilégiés des LCPUFA, en particulier de ’ARA et du DHA [56,
344], ce qui est confirmé par cette étude, au vu de la proportion importante de ces deux acides gras
par rapport a ce qui a pu étre observé dans les TAG. Concernant les précurseurs, il semble que seul le
LA soit retrouvé dans les PL circulants, et non I’ALA.

Les résultats observés sont en accord avec ceux d’études similaires [219, 344], bien que la
supplémentation en AG n-3 soit, dans la présente étude, nettement inférieure a ce qui est couramment
pratiqué. En effet, I’expérience menée au cours de la thése montre les mémes résultats (augmentation
de ’EPA et du DHA, diminution de ’ARA, et augmentation du LA) qu’une étude dans laquelle le régime
alimentaire des rats contient 1,4 g de LCPUFA n-3 pour 100 g de régime, soit 4 fois plus que dans la
présente expérience [219]. La branche ALA de 'expérience de la thése a également conduit aux mémes
résultats que d’autres études, bien que la dose d’ALA dans les régimes y soit généralement 3 a 4 fois
supérieure (219, 344].

II. 3) Composition en acides gras des esters de cholestérol plasmatiques

La composition moyenne en acides gras des EC est présentée dans la figure F-4 ci-dessous, qui illustre
I'influence des trois régimes alimentaires sur le profil en acides gras des familles n-6 et n-3.
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Figure F-4 : Profil en acides gras des esters de cholestérol plasmatiques, obtenu par chromatographie en phase
gazeuse.

Abréviations : n-6 : groupe de rats sous régime riche en LA (n = 10), n-3 : groupe de rats sous régime riche en ALA (n =
10), LCn-3 : groupe de rats sous régime riche en ALA, EPA et DHA (n = 11), %AG : proportion de l’acide gras par
rapport aux acides gras totaux.

a) Famille des acides gras n-6, comprenant de gauche a droite LA, dihomo-GLA et ARA, b) Famille des acides gras n-
3, comprenant de gauche a droite ALA, EPA, DPA et DHA.

Chaque analyse a été effectuée trois fois.

Les barres portant des lettres différentes indiquent une différence significative entre les groupes pour lacide gras
testé (p<0,05).
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Le profil en PUFA des EC plasmatiques est comparable a celui des PL plasmatiques. Ce résultat était
attendu, puisque les EC sont formés a partir des PUFA estérifiés en position sn-2 de la PC des HDL —
PL plasmatique majoritaire — par la LCAT [140]. Concernant la famille n-6, ’ARA est l'acide gras n-6
majoritaire, comme retrouvé dans le paragraphe précédent, et comme publié dans la littérature [280].
L’'impact du régime LCn-3 sur ’ARA est le méme que sur les PL, provoquant une diminution de cet
acide gras (p<0,05). Cependant, I'impact des différents régimes les uns par rapport aux autres n’est
pas le méme dans le cas de la famille n-6. En effet, seul le régime LCn-3 permet de diminuer ’ARA
dans les EC (-40%), tandis que cet acide gras était également diminué dans les PL plasmatiques des
animaux du groupe n-3.

Ces résultats sont en accord avec les résultats précédemment publiés, et ce, bien que cette étude ait
consisté en une plus faible supplémentation en ALA et LCPUFA n-3 [280, 344].

Concernant la famille n-3, ’EPA est augmenté uniquement dans le groupe LCn-3, tandis que le taux de
DHA est modifié par les deux régimes contenant des PUFA n-3, comme déja observé dans les PL
plasmatiques. Cependant, si les PL ont pu étre identifiés comme étant des vecteurs privilégiés de
transport du DHA, il semble que les EC transportent préférentiellement I’EPA. Cet acide gras
représente en effet prés de 12% des acides gras totaux dans le groupe LCn-3, ce qui est le taux le plus
élevé d’'un acide gras n-3 dans les lipides circulants, toutes classes confondues.

Cette observation n’a pas été observée dans les autres études [280, 344].

Au vu de ces résultats, une hypotheése peut étre formulée, selon laquelle la LCAT pourrait estérifier
préférentiellement ’EPA sur le cholestérol libre, au détriment du DHA.

III/ Biodisponibilité cellulaire

Aprés avoir traité dans le chapitre précédent les aspects absorption et métabolisme de la
biodisponibilité des PUFA, cette partie présente les résultats concernant la modification du profil en
acides gras cellulaire au niveau de trois tissus : le tissu adipeux, les membranes d’érythrocytes et les
membranes des cellules cérébrales.

III. 1) Composition en acides gras du tissu adipeux

La modification par les régimes alimentaires du profil des lipides stockés dans le tissu adipeux a été
évaluée, et les résultats concernant les familles d’AG n-6 et n-3 sont présentés dans la figure F-5 ci-
apres.
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Figure F-5 : Profil en acides gras du tissu adipeux, obtenu par chromatographie en phase gazeuse.
Abréviations : n-6 : groupe de rats sous régime riche en LA (n = 10), n-3 : groupe de rats sous régime riche en ALA (n =
10), LCn-3 : groupe de rats sous régime riche en ALA, EPA et DHA (n = 11), %AG : proportion de l’acide gras par
rapport aux acides gras totaux.

a) Famille des acides gras n-6, comprenant de gauche a droite LA, dihomo-GLA et ARA, b) Famille des acides gras n-
3, comprenant de gauche a droite ALA, EPA, DPA et DHA.

Chaque analyse a été effectuée trois fois.

Les barres portant des lettres différentes indiquent une différence significative entre les groupes pour l’acide gras
testé (p<0,05).

La premiére conclusion qui peut étre faite au vu des résultats présentés sur la figure F-5 est que le
tissu adipeux ne stocke pas de LCPUFA, ce qui est cohérent avec les données des publications
scientifiques [50]. En effet, les PUFA majoritairement représentés sont le LA et I’ALA. Leur proportion
respective semble bien corrélée avec 'apport alimentaire, puisque le régime n-6 engendre le plus fort
taux de LA et le plus faible d’ALA, tandis que parmi les régimes n-3 et LCn-3 les faibles différences de
composition des régimes en LA et ALA sont retrouvées dans le profil lipidique du tissu adipeux (-22%
de LA et +24% d’ALA avec le régime LCn-3 par rapport au n-3, p<0,05 pour les deux comparaisons).
Les résultats de cette expérience sont en accord avec I’étude de Ratnayake et al. (1992) [414], dans
laquelle les rats étaient nourris avec un régime contenant 1,2 g d’ALA pour 100 g de régime (3 fois
plus que dans cette expérience).

Au vu de ces résultats, il semble que 'apport en ALA des régimes n-3 et LCn-3 soit suffisant pour
couvrir les besoins métaboliques des rats, qui semblent stocker une partie de I’ALA non utilisé,
puisqu’en cas de privation d’ALA (régime n-6), cet acide gras n’est pas présent dans le tissu adipeux.
Dans les deux régimes contenant des AG n-3, I’ALA n’est retrouvé que dans les TAG plasmatiques et le
tissu adipeux. Ceci laisse a penser que cet acide gras, s’il n’est pas métabolisé au niveau du foie en
dérivés a longue chaine, est destiné a servir de forme de réserve d’énergie dans les adipocytes.

Il est intéressant de noter que dans le cas du régime LCn-3, les LCPUFA n-3 (EPA, DPA et DHA) sont
également retrouvés dans le tissu adipeux, représentant a eux trois 0,9% des acides gras totaux. Il est
trés probable que ce changement soit dG a un enrichissement de la membrane des adipocytes par le
régime LCn-3, augmentant la proportion de LCPUFA n-3 dans les PL membranaires. Le contenu en
TAG de réserve des adipocytes étant trés largement supérieur aux PL, il est logique que les LCPUFA ne
soient que trés peu représentés dans la phase lipidique extraite par la méthode Lepage et Roy (1984)
[292].

Le profil en acides gras du tissu adipeux permet d’avoir une image de l’alimentation lipidique des
animaux, hors LCPUFA. Cette information confirme les résultats observés dans le cas des TAG
plasmatiques, qui indiquent que les acides gras, PUFA et LCPUFA, apportés par l'alimentation sous
forme d’une matrice lipidique complexe sont bien absorbés au niveau de I’épithélium intestinal.
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III. 2) Composition en acides gras des membranes érythrocytaires

La PE a été choisie afin d’évaluer la biodisponibilité des acides gras au niveau cellulaire. En effet, il a
été démontré que le profil en acides gras des membranes des hématies était fortement corrélé avec le
profil en acides gras des membranes des cardio-myocytes [516]. Le choix de la classe de PL a été fait
en fonction de la composition en acides gras généralement retrouvée chez le rat, chez lesquels 80% des
PL membranaires sont des PC ou des PE. Parmi ces deux classes, la PE est le réservoir préférentiel des
LCPUFA (en particulier ARA et DHA) [S0, 140]. La méme technique a également été appliquée pour
déterminer le profil en acides gras de la PE de la membrane des cellules cérébrales.

L’¢tude de la biodisponibilité cellulaire des AG n-6 et n-3 a été évaluée dans les membranes des
hématies, les résultats étant illustrés dans la figure F-6.
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Figure F-6 : Profil en acides gras de la phosphatidyléthanolamine des érythrocytes, obtenu par chromatographie en
phase gazeuse.

Abréviations : n-6 : groupe de rats sous régime riche en LA (n = 10), n-3 : groupe de rats sous régime riche en ALA (n =
10), LCn-3 : groupe de rats sous régime riche en ALA, EPA et DHA (n = 11), %AG : proportion de l’acide gras par
rapport aux acides gras totaux.

a) Famille des acides gras n-6, comprenant de gauche a droite LA, dihomo-GLA et ARA, b) Famille des acides gras n-
3, comprenant de gauche a droite ALA, EPA, DPA et DHA.

Chaque analyse a été effectuée trois fois.

Les barres portant des lettres différentes indiquent une différence significative entre les groupes pour lacide gras
testé (p<0,05).

A Tinverse des acides gras retrouvés dans le tissu adipeux, les membranes des hématies contiennent
majoritairement des LCPUFA. Les deux familles d’acides gras sont représentées, avec I’ARA pour les n-
6, et 'EPA, le DPA et le DHA pour les n-3.

De la méme maniére que dans les EC plasmatiques, seul le régime contenant des LCPUFA n-3 entraine
une diminution de la proportion d’ARA dans les membranes (-20% en moyenne, p<0,05 dans les deux
cas). Ceci est confirmé par d’autres études publiées, dans lesquelles la supplémentation en ALA
provoque une diminution d’ARA uniquement a de fortes doses [250].
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Au contraire de ce qui est observé dans les PL et les EC, le taux de LA n’est pas augmenté dans le
groupe LCn-3.

Ce régime permet également d’enrichir de maniére importante les PE membranaires en EPA, DPA et
DHA (x18, x8 et x5 par rapport au groupe n-6, respectivement, p<0,05 pour ces trois comparaisons).
Le régime n-3 montre un effet semblable sur le DPA et le DHA dans la membrane des hématies, mais
d’amplitude moins importante que le LCn-3. En revanche, le régime riche en précurseur n’induit
qu’une faible augmentation de ’'EPA, méme si elle est statistiquement significative.

Il est intéressant de noter que c’est le premier compartiment dans lequel le DPA est présent en
proportion non négligeable. Dans les études de Ratnayake et al. (1992) [414] et Morise et al. (2005)
[344], le DPA est également largement augmenté dans les membranes cellulaires, pouvant atteindre la
méme proportion que le DHA [344].

Ces résultats sont confirmés par d’autres études de supplémentation en AG n-3, bien que les régimes
de la présente expérience soient faiblement enrichis en acides gras d’intérét par rapport aux doses
utilisées par les autres équipes (1,4 g d’ALA ou 1,15 g de LCPUFA pour 100 g de régime, en moyenne)
[225, 329, 344, 414].

De la méme maniére que dans les TAG ou les PL plasmatiques, il semble que la supplémentation en
LCPUFA n-3 augmente 'EPA d’'une maniére beaucoup plus importante que le régime riche en ALA,
différence qui n’est pas de cette amplitude dans le cas du DHA.

Ce phénomeéne a également été démontré chez ’homme [62], dans une étude a deux doses de
supplémentation en LCPUFA (0,6 g et 2 g/j). La plus forte dose a engendré une augmentation
supplémentaire de 'EPA par rapport a ’autre dose, ce qui n’a pas été le cas pour le DHA.

Deux remarques peuvent étre formulées par rapport a ces résultats :

i) I1 semble donc que le DHA apporté par l'alimentation via les TAG ou les PL plasmatiques (régime
LCn-3), soit rétroconverti en DPA et en EPA. Deux raisons sont envisageables : il est possible que le
DHA soit converti en DPA, puis en EPA, de maniére a permettre la synthése d’eicosanoides, ou alors
que cette rétroconversion du DHA soit due 4 un mécanisme de défense de la cellule, qui chercherait a
se protéger de loxydation en diminuant le nombre d’insaturations présentes dans les PL
membranaires ;

ii) Concernant le régime n-3, ’étape limitante de la conversion de I’ALA apporté par l’alimentation
serait située entre le DPA et le DHA. Ceci semble possible, sachant que cette derniére partie de la
conversion nécessite une phase de translocation des acides gras dans les peroxysomes pour subir une
B-oxydation partielle [65].

III. 3) Composition en acides gras de la membrane des cellules cérébrales

La composition en acides gras du cerveau est le dernier volet de cette étude de biodisponibilité des
acides gras incorporés dans un produit alimentaire.

L’extraction de la PE cérébrale permet d’obtenir une image globale de la teneur en acides gras de la
membrane des cellules cérébrales, que ce soit au niveau des neurones, des astrocytes, des cellules
gliales, ou encore des cellules endothéliales (figure F-7).
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Figure F-7 : Profil en acides gras de la phosphatidyléthanolamine des cellules cérébrales, obtenu par chromatographie
en phase gazeuse.

Abréviations : n-6 : groupe de rats sous régime riche en LA (n = 10), n-3 : groupe de rats sous régime riche en ALA (n =
10), LCn-3 : groupe de rats sous régime riche en ALA, EPA et DHA (n = 11), %AG : proportion de l’acide gras par
rapport aux acides gras totaux.

a) Famille des acides gras n-6, comprenant de gauche a droite LA, dihomo-GLA et ARA, b) Famille des acides gras n-
3, comprenant de gauche a droite ALA, EPA, DPA et DHA.

Chaque analyse a été effectuée trois fois.

Les barres portant des lettres différentes indiquent une différence significative entre les groupes pour lUacide gras
testé (p<0,05).

La premiére remarque qui peut étre faite suite a l'observation de la figure F-7 est la trés grande
spécificité du profil en acides gras cérébral. En effet, 'ARA et le DHA sont presque les seuls PUFA
représentés dans les PE cérébrales, couvrant a eux deux 25 a 27% des acides gras totaux.

Comme dans le cas des PE érythrocytaires, l'effet le plus important sur ’ARA et le DHA est observé
dans le groupe LCn-3 (-17% et +30%, respectivement, p<0,05 pour les deux comparaisons). Ces
variations sont, malgré tout, trés faibles comparées aux valeurs rencontrées dans les autres analyses
de I’étude.

Le régime n-3 engendre également une augmentation de la proportion de DHA dans la membrane des
cellules cérébrales, et contrairement a ce qui a été observé dans le cas de la PE des hématies, ce
régime permet également de diminuer I’ARA (+21% et -8%, respectivement, p<0,05 dans les deux cas).
Ces variations restent cependant moins importantes que celles engendrées par le régime LCn-3, ce qui
renforce la pertinence de la supplémentation directe en LCPUFA n-3.

Les études de supplémentation en ALA dans lesquelles le profil en acides gras de la membrane des
cellules cérébrales a été étudié montrent le méme type de résultats. En effet, le premier effet observé
de la supplémentation en ALA est 'augmentation du DHA (1,2 g pour 100 g de régime [88]), tandis que
la dose doit étre augmentée a 3,4 g pour 100 g de régime (10 fois la dose employée dans cette
expérience) pour induire une diminution de ’ARA [88].

Il semble, au vu de ces résultats, que le profil en acides gras du cerveau est moins facilement
modifiable par ’alimentation que celui des autres tissus analysés, ce qui est confirmé par les données
bibliographiques [225]. Néanmoins, considérant les doses de PUFA n-3 mises en ceuvre dans cette
étude par rapport aux travaux publiés, 'amplitude des effets observés semble indiquer que le profil
lipidique global des régimes n-3 et LCn-3 est favorable & un remplacement des AG n-6 par des n-3.

IV/ Evaluation du statut oxydatif

Le statut oxydatif des animaux a été évalué de deux maniéres, et ce, afin de vérifier que le régime
hautement polyinsaturé du groupe LCn-3 n’engendre pas une augmentation de l'oxydation des lipides
circulants.

La premiére technique utilisée consiste a évaluer l’activité antioxydante du plasma, en mesurant le
taux d’a-tocophérol des animaux par chromatographie en phase liquide haute performance.

L’activité vitaminique E dans l'organisme fait intervenir les différentes formes de tocophérols et de
tocotriénols, 1’'a-tocophérol étant la molécule la plus active (c¢f. chapitre « Oxydation et antioxydants »).

-134-



RESULTATS NUTRITIONNELS

Sécrété par les hépatocytes et incorporé aux VLDL, l'a-tocophérol assure la protection contre
l'oxydation du contenu lipidique des lipoprotéines de faible densité [61].

La deuxiéme technique utilisée consiste a évaluer l'oxydation des lipides circulants en mesurant le
taux plasmatique de TBARSs par le test au TBA.

Cette méthode est basée sur la réaction que peuvent avoir certains produits d’oxydation des lipides
avec le TBA. C’est le cas en particulier du malonaldialdéhyde, qui est produit lors de 'oxydation des
acides gras insaturés des LDL circulantes, mais également d’autres molécules (glucides simples,
protéines oxydées), ce qui constitue 'inconvénient principal de cette méthode [387]. Néanmoins, le test
au TBA est simple a mettre en ceuvre, c’est pourquoi il est largement répandu et a été choisi dans la
présente étude.

Les corps gras ajoutés a lingrédient alipidique dans chacun des régimes participent a lactivité
antioxydante plasmatique des animaux, car ils contiennent également des tocophérols. Exprimée en
« équivalents a-tocophérol » (a-TE), la teneur en tocophérols des régimes prend en compte lefficacité
des différents tocophérols et tocotriénols. Cette valeur, obtenue également par chromatographie liquide
haute performance, est illustrée dans le graphique F-8 avec le taux plasmatique d’a-tocophérol des
animaux.
Aprés mesure de la concentration des différentes molécules en chromatographie en phase liquide
haute performance, l’activité vitaminique E globale des régimes est calculée comme suit :

- 1 a-TE représente l'activité d’1 mg d’a-tocophérol

- 1 mg de B-tocophérol équivaut a 0,5 a-TE

- 1 mg de y-tocophérol équivaut a 0,25 a-TE

- 1 mg de 6-tocophérol équivaut a 0,02 a-TE

- 1 mg d’a-tocotriénol équivaut a 0,3 a-TE

- 1 mg de B-tocotriénol équivaut a 0,05 a-TE

- 1 mg de y-tocotriénol équivaut a 0,01 a-TE [447, 480].

La figure F-8 ci-dessous présente les résultats concernant le statut oxydatif des animaux, le taux d’a-
tocophérol plasmatique des rats, l’activité vitaminique E des régimes, ainsi que la concentration
plasmatique en TBARs.
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Figure F-8 : Taux plasmatique d’a-tocophérol des rats et activité vitaminique E des régimes, obtenus par
chromatographie liquide haute performance (a) et taux de substances plasmatiques réagissant a Uacide
thiobarbiturique, obtenu par spectrophotométrie (b).
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Abréviations : act Vit E régime : activité vitaminique E du régime, TBARs : concentration plasmatique en substances
réagissant a lacide thiobarbiturique, n-6 : groupe de rats sous régime riche en LA, n-3 : groupe de rats sous régime
riche en ALA, LCn-3 : groupe de rats sous régime riche en ALA, EPA et DHA.

L’activité vitaminique E des produits est obtenue par chromatographie en phase liquide haute performance selon la
norme NF ISO 9936 [7].

Chaque analyse a été répétée trois fois.

Les barres portant des lettres différentes sont significativement différentes pour l’acide gras testé (p<0,05).

Le taux plasmatique d’a-tocophérol est significativement plus faible chez les animaux des deux
groupes n-3 et LCn-3, comparativement a celui des animaux du groupe n-6 (p<0,05).

Les études de Javouhey-Donzel et al. (1993) et de McGuire et Fritsche (1997) [225, 329] montrent
également une diminution de ’a-tocophérol plasmatique consécutive a I’enrichissement du régime des
rats en LCPUFA n-3 (1,2g d’EPA-DHA pour 100g de régime en moyenne). La premiére équipe a
également mis en évidence le méme ordre d’impact des PUFA n-3 que ce qui apparait sur le graphique
F-8, c’est-a-dire n-6 > n-3 > LCn-3 [225]. La seconde équipe a, quant a elle, montré qu’il existe une
relation de dose a effet entre la supplémentation en EPA-DHA et la diminution de l’a-tocophérol
plasmatique [329].

Dans cette derniére publication, le taux d’a-tocophérol mesuré dans le plasma des animaux est
inférieur a ce qui a été retrouvé dans la présente étude. En effet, la concentration plasmatique en a-
tocophérol de leur groupe témoin était de 12 uM (vs. 38 uM dans cette expérience), et celle du groupe
LCn-3 était de 7,6 uM (vs. 21,2 uM dans le cas présent). Deux hypothéses peuvent étre formulées pour
expliquer cette différence :

i) Les animaux utilisés dans la présente étude sont des males, tandis que McGuire et Fritsche (1997)
[329] ont étudié des femelles. Il est possible que le sexe, et donc le statut hormonal, induise une
différence d’activité vitaminique E dans le plasma ;

ii) La fraction lipidique du régime de I'’étude de McGuire et Fritsche était dépourvue de tocophérols,
hormis une faible présence dans lhuile de poisson. Il est possible que l'apport alimentaire
d’antioxydants dans la présente expérience provoque une légére augmentation de ’activité vitaminique
E du plasma des animaux ;

iii) La résistance a l'oxydation des PUFA incorporés dans une matrice complexe type corps gras a été
mise en évidence dans le chapitre « Influence de la formulation de la phase fluide sur la flaveur ». Dans
les autres études publiées, les lipides d’intérét sont simplement mélangés a l'aliment alipidique. Il est
possible que cette protection supplémentaire des PUFA absorbés par les animaux induise une
consommation moindre de ’a-tocophérol plasmatique afin de protéger les lipides circulants.

Une diminution du taux d’a-tocophérol retrouvé dans le plasma n’est pas forcément le signe d’une
diminution de cet antioxydant dans les tissus. En effet, McGuire et Fritsche (1997) [329] ont montré
qu’une supplémentation en EPA et DHA n’induit pas de diminution du taux d’a-tocophérol dans le foie
des rats, tandis que Ratnayake et al. (1992) [414] ont montré que la supplémentation en ALA (1,2 g
d’ALA pour 100 g de régime) n’induit pas de diminution dans le foie, le cceur, la rate ou le tissu
adipeux des animaux.

Javouhey-Donzel et al. (1993) [225] ont publié des résultats un peu différents, confirmant que la
supplémentation en ALA ou EPA-DHA n’induit pas de diminution du taux d’a-tocophérol dans le foie
ou le cerveau des rats. En revanche, ils ont mis en évidence une baisse de 20% de cet antioxydant
dans le cceur des animaux du groupe LCPUFA n-3. Cependant, la dose de supplémentation en EPA et
DHA dans leur étude est presque 4 fois supérieure a la dose choisie dans I’étude présentée dans ce
chapitre.

Concernant l’évaluation de l'oxydation des lipides circulants, le groupe n-3 n’entraine pas
d’augmentation de la production de TBARs (p>0,05), ce qui indique que l'oxydation n’est pas amplifiée
chez les animaux de ce groupe. Ce résultat est confirmé par ’étude de Ratnayake et al. (1992) [414].

Le cas du groupe LCn-3 est intéressant. Non seulement chez ces animaux le taux de TBARs n’est pas
augmenté suite a 'enrichissement en acides gras hautement polyinsaturés dans le régime, mais il est
méme légérement inférieur au taux mesuré chez les rats des groupes n-3 et n-6 (-14% et -11%,
respectivement, p<0,05 pour les deux comparaisons).
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Il peut étre considéré que cette légére différence, quoique statistiquement significative, n’est pas pour
autant I'image d’'une amélioration réelle du statut oxydatif des animaux. Cependant, méme dans cette
hypothése, la conclusion de ces analyses est que le régime LCn-3 n’induit pas une amplification de
loxydation des lipides circulants chez les rats.

La diminution du taux d’a-tocophérol plasmatique dans le groupe LCn-3 n’indique pas inévitablement
une diminution de l’activité antioxydante du plasma. En effet, les antioxydants du corps gras inclus
dans le régime de ce groupe sont a 58% du y-tocophérol, pour seulement 22% d’a-tocophérol, tandis
que dans le régime n-3, l'a-tocophérol représente plus de 50% des tocophérols et tocotriénols,
proportion poussée & 97% dans le cas du régime n-6.

Ceci est du au fait que le y-tocophérol est un meilleur antioxydant dans les produits alimentaires, et a
été ajouté a la formule LCn-3 pour protéger les lipides hautement insaturés de ’huile de poisson. Il est
donc possible que le plasma des animaux de ce groupe soit enrichi en y-tocophérol (qui a, malgré tout,
une activité vitaminique de 0,25 a-TE), ce qui n’a pas été pris en compte dans la mesure du taux
plasmatique d’a-tocophérol réalisée dans 1’étude [447, 480]. Dans cette hypothése, lactivité
vitaminique E globale du plasma des animaux est sous-estimée, ce qui confirme les résultats du test
au TBA, selon lequel 'oxydation des lipides circulants n’est pas augmentée chez ces rats.

V/ Discussion

Cette étude menée chez le rat montre qu’un corps gras est une matrice dans laquelle les acides gras
sont biodisponibles. De plus, les résultats présentés dans ce chapitre montrent que le profil en
LCPUFA du produit mis au point au cours de la thése favorise la biodisponibilité de ces acides gras,
comparé aux deux corps gras ne contenant que des précurseurs des familles n-6 ou n-3, que ce soit
dans les lipides circulants ou au niveau cellulaire.

Les résultats observés dans les lipides plasmatiques sont cohérents avec ceux d’autres études de
supplémentation, méme si les doses employées sont souvent trés supérieures a celles choisies dans
cette étude. Deux hypothéses sont envisageables suite a ce constat :

i) Soit la matrice du produit permet une trés bonne biodisponibilité des acides gras d’intérét ;

ii) Soit la relation dose-effet n’est pas linéaire, et la dose choisie dans cette étude est pertinente.

Les résultats concernant la modification du profil en acides gras des lipides circulants montrent que
l'enrichissement en LCPUFA n-3 se fait au détriment de I’ARA. Il est possible que cette déplétion soit
due a une inhibition par les LCPUFA n-3 de la conversion des AG n-6.

Parmi les lipides plasmatiques, les EC paraissent transporter ’EPA d'une maniére plus importante que
le DHA. L’hypothése selon laquelle la LCAT pourrait estérifier préférentiellement 'EPA sur le
cholestérol mériterait un travail de recherche supplémentaire, car cette observation n’a pas été
reportée auparavant dans la littérature.

Les résultats de cette étude concernant la biodisponibilité cellulaire des acides gras d’intérét montre
que la présence de LCPUFA n-3 dans le produit favorise leur mise en réserve au niveau des
membranes érythrocytaires, aux dépens de I’ARA, et ce, d'une manieére plus importante que si seul
I’ALA est apporté par 'alimentation.

Des études chez ’'homme de la biodisponibilité des LCPUFA n-3 ont montré le méme type de résultats
que ceux retrouvés dans cette étude. En effet, la supplémentation du régime alimentaire en LCPUFA n-
3 a engendré une diminution du LA et de ’ARA et une augmentation de 'EPA et du DHA dans les PL
plasmatiques [188, 235, 411], les PL membranaires des hématies [110, 400] et des plaquettes
sanguines [62], pour des doses de 0,5 a 3 g par jour. Vericel et al. (1999) [502] ont montré qu’une dose
de 0,18 g/j n’engendre qu'une augmentation du DHA dans la PE membranaire des plaquettes, sans
que les autres acides gras ne soient affectés. Les auteurs montrent de plus que seul le taux de DHA de
la PE varie, tandis que celui des autres PL membranaires ne change pas. Ceci tend a confirmer le fait
que la PE constitue le réservoir principal des LCPUFA n-3 dans la cellule. Enfin, Harris et al. (1997)
[188] ont montré que la supplémentation en EPA seul n’est pas aussi efficace que 'apport d’EPA et de
DHA pour modifier le profil en acides gras des PL plasmatiques. En effet, si le régime « EPA» a
engendré une augmentation de I'EPA, seul le régime « EPA+DHA » a permis de faire diminuer le LA et
IARA, et d’augmenter le DHA.
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Etant donné le role de 'EPA en tant qu’antagoniste de I’ARA pour la production d’eicosanoides, il
semble que les deux LCPUFA n-3 soient utiles, et qu'une dose supérieure a 0,2 g soit nécessaire pour
obtenir le maximum d’effet.

Compte tenu des propriétés antagonistes des eicosanoides synthétisés a partir de 'EPA et de ’ARA [2,
3, 288], le remplacement partiel de '’ARA par de I'EPA dans les membranes cellulaires laisse a
supposer que ce régime peut induire une modification du profil des métabolites produits par la LOX et
la COX, tendant vers un statut anti-inflammatoire et antithrombotique [2, 3, 41, 288, 493, 510]. Il a
été démontré chez 'homme que le statut hémostatique était amélioré par la supplémentation en EPA
et DHA, que ce soit par une inhibition de la synthése de composés responsables de la coagulation
[160, 213, 320, 363, 403, 446] ou par l'intermédiaire des eicosanoides formés a partir de 'EPA [41,
493, 510].

De plus, étant donné l'influence de la composition en n-3 et n-6 des membranes des hématies sur la
fluidité membranaire, il est trés probable que la capacité des érythrocytes a se déformer soit
augmentée suite a ’absorption du régime LCn-3, ce qui est une caractéristique essentielle de ces
cellules en cas de rétrécissement de la lumiére artérielle (dG a un stade avancé d’athérosclérose par
exemple).

Enfin, il est possible que la consommation de ce produit alimentaire entraine également une
modification du profil des eicosanoides produits dans le coeur. Ceci a d’ailleurs été démontré chez des
insuffisants cardiaques [516]. La diminution dans les cardio-myocytes et les cellules endothéliales
cardiaques des eicosanoides de la série 2 issus de I’ARA, et parmi eux du TxA», est positive, car ce
composé a été associé a la survenue d’arythmie induite par I'ischémie [352].

Il est intéressant de noter ici que seul l'apport alimentaire de LCPUFA n-3 a permis de diminuer le
taux d’ARA dans la membrane érythrocytaire, donc potentiellement dans la membrane cardio-
myocytaire. Ce point, ajouté a 'augmentation supérieure des taux d’EPA et de DHA dans tous les
compartiments étudiés, démontre I'intérét de supplémenter le régime en LCPUFA, et non uniquement
en précurseur des AG n-3.

Comparativement a une alimentation excédentaire en acides gras de la famille n-6, I’'enrichissement
d'un produit en PUFA de la famille n-3 permet non seulement d’augmenter les apports en ces acides
gras importants, mais également de favoriser la conversion de ’ALA en EPA et DHA. Il est important de
noter que le ratio n-6/n-3 des deux régimes n-3 est favorable a cette conversion, et donc, que
lenrichissement des lipides plasmatiques et membranaires en LCPUFA n-3 n’est pas uniquement da a
Papport alimentaire quantitatif de PUFA n-3, mais également au profil lipidique global du régime,
puisque le ratio n-6/n-3 est inférieur a 5 dans les deux cas (4,4 pour n-3, et 2,8 pour LCn-3) [515].

L’ensemble des conclusions de cette étude conduite sur ce modéle animal confirme la pertinence de
lenrichissement d'un produit alimentaire en EPA et en DHA pour participer au rééquilibrage des
apports lipidiques de la population francaise. En effet, les PUFA inclus dans la matrice alimentaire
sont biodisponibles, et n’induisent pas d’augmentation du statut oxydatif. L’apport d’ALA est
également intéressant au vu de limpact du régime n-3 par rapport a un régime ne contenant pas
d’ALA.

Ce travail est original, puisqu’il a consisté a étudier la biodisponibilité de nutriments inclus dans une
matrice complexe, et non juste ajoutés au régime normal par addition d'une huile, comme
couramment réalisé [46, 55, 56, 88, 219, 225, 280, 329, 344, 398, 414, 515]. Dans ces études, les
huiles d’intérét sont ajoutées a d’autres sources de lipides, de maniére a assurer l'apport global en
lipides des animaux. Il n’est donc pas garanti que la biodisponibilité des PUFA démontrée dans ce cas
soit reproduite si les huiles sont associées a d’autres sources d’acides gras. Dans la présente étude, ce
n’est pas seulement la disponibilité des PUFA qui a été étudiée, mais l’efficacité d'un aliment entier
comme vecteur de ces nutriments d’intérét.

L’étape suivante, aprés cette étude de biodisponibilité, est la réalisation d’une étude clinique visant a
démontrer I'impact positif de ce corps gras sur des facteurs de risque des maladies cardio-vasculaires.
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PARAMETRAGE DE L’ETUDE CLINIQUE

L'objectif principal de la thése est de mettre au point un produit alimentaire type corps gras,
possédant un profil en acides gras susceptible de participer au rééquilibrage du régime alimentaire des
francais, avec comme cible la prévention des pathologies cardio-vasculaires.

Apres la mise au point du profil en acides gras du produit par rapport a la synthése bibliographique
sur le role des lipides alimentaires sur le développement des maladies cardio-vasculaires, le chapitre
« Formulation et Physico-chimie » a concerné la mise au point du produit, que ce soit en terme de
texture, de flaveur, ou encore de stabilité a 'oxydation. La partie précédente a présenté les résultats
d’'une étude de biodisponibilité menée chez 'animal, démontrant l'intérét de ce produit pour enrichir
les lipides circulants et les tissus en AG n-3, et en particulier en EPA et DHA.

Cette derniére partie présente le paramétrage d’une étude clinique, destinée & mettre en évidence l'effet
de ce produit alimentaire sur des marqueurs physiologiques associés au développement des maladies
cardio-vasculaires. Le but de cette étude est de montrer qu'un produit alimentaire, de par son profil en
acides gras, en particulier son taux d’EPA et de DHA, permet d’améliorer certains de ces facteurs de
risque, et donc de participer a la prévention des accidents cardio-vasculaires.

I/ Introduction

La cascade d’événements conduisant a ’accident cardio-vasculaire fatal peut étre représentée comme
suit, en prenant en compte la contribution d'une alimentation déséquilibrée et I’ensemble des facteurs
de risque, modifiables ou non.

Apports lipidigues
déséquilibrés
Pathologies lipidiques Facteurs de risque
{athérosclérose) cardio-vasculaire

Accidents cardio-
vasculaires

|

Troubles du rythme
cardiaque

*

Figure F-9 : Représentation schématique de l’enchainement d’événements menant a ’accident cardio-vasculaire fatal.

Les facteurs de risque des accidents cardio-vasculaires ont été présentés dans le chapitre « Lipides :
métabolisme et pathologies ». Reconnus par plusieurs sociétés de cardiologie ou instances médicales
internationales, ils sont rapidement rappelés ci-dessous :

< Facteurs de risque modifiables

e Syndrome métabolique : surpoids, associé a deux facteurs parmi les quatre suivants : [12, 25,
113, 128, 243, 356]
- TAGp élevés ou traitement [106, 113, 134, 160, 262, 356, 430, 473, 535],
- HDL-cholestérol bas ou traitement [49, 106, 113, 155, 160, 356, 430, 440, 473, 533],
- glycémie élevée ou diabéte type 2 [52, 113, 160, 356, 487, 535],
- pression artérielle élevée [113, 124, 129, 243, 315, 356, 487, 535] ;
e ii) Hyperlipidémie LDL [106, 113, 124, 160, 226, 356, 430, 535] ;
e iii) Etat pro-coagulant [35, 160, 193, 213, 244, 320, 356, 491] ;
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e iv) Tabagisme [113, 143, 356, 487, 535] ;
e v) Sédentarité [113, 267, 356, 367, 535] ;
e vi) Apports lipidiques déséquilibrés : excés de SFA, déficit en AG n-3[113, 356, 535].

<) Facteurs de risque non modifiables
e Antécédents familiaux [158, 319, 356] ;
e Age [113, 356, 487, 535] ;
e Sexe [113, 356, 487, 535].

<) Autres marqueurs impliqués
e Rythme cardiaque irrégulier ou trop rapide [243, 247, 277, 384, 426, 481] ;
¢ Inflammation poussée [160, 227, 316, 356, 416] ;
e Phénotype apoE €4 [107, 136, 362, 497].

II/ Facteurs cible

Parmi ces facteurs de risque, le produit alimentaire mis au point au cours de la thése peut intervenir a
plusieurs niveaux, comme l'ont montré les études de supplémentation en LCPUFA n-3 réalisées au
cours des 30 dernieéres années. L'impact de ces acides gras sur le développement des pathologies
cardio-vasculaires a été détaillé dans la synthése bibliographique (cf. chapitre « Lipides : Métabolisme
et pathologies »).

Premiérement, ce corps gras participe au rééquilibrage des apports lipidiques, puisque le ratio n-6/n-
3, l'apport en ALA, en EPA et en DHA, ainsi que le taux de SFA sont maitrisés [239, 260, 287, 356]. De
plus, ce produit apporte des antioxydants, sous forme de vitamine E (a- et y-tocophérol entre autres),
apport qui a montré chez le rat son utilité dans la prévention de 'oxydation des lipides circulants.

Deuxiémement, le produit alimentaire devrait agir au niveau des critéres du syndrome métabolique, en
diminuant la concentration en TAGp [110, 166, 167, 171, 174, 311, 343, 400, 411, 439, 461, 462,
464, 490], en augmentant le HDL-cholestérol [110, 122, 174, 311, 343, 369, 411, 461, 462, 464] et
éventuellement en diminuant la pression artérielle systolique [110, 127, 311, 341, 400, 490, 502].

Troisiétmement, un effet devrait étre observé sur le rythme cardiaque, sous forme d’une baisse de la
fréquence cardiaque de base, et éventuellement d’une régularisation du rythme avec élimination des
petits accidents arythmiques [47, 90-93, 110, 242, 341].

Quatriemement, une action devrait étre visible au niveau des facteurs de coagulation, sous forme
d’une diminution de la concentration plasmatique en fibrinogéne et en PAI-1 [3, 41, 62, 160, 213, 320,
363, 403, 446, 478, 493, 510].

Et enfin, le produit alimentaire devrait engendrer une diminution du statut inflammatoire, qui serait
visible au niveau des cytokines inflammatoires, avec diminution des concentrations en TNF-a, IL-1p,
IL-6 et IL-8 [2, 3, 84, 115, 138, 224, 288, 291].

III/ Marqueurs physiologiques

Le design de cette étude clinique ainsi que le choix des parameétres physiologiques a mesurer en
fonction des effets escomptés sont issus d’une réunion du comité scientifique de la thése. Celui-ci
comprenait différents experts issus du monde de la recherche scientifique ou médicale. Les marqueurs
biologiques a mesurer lors de 1’étude, choisis lors de cette rencontre, sont présentés ci-dessous.

Concernant la structure de l’alimentation, il est nécessaire de faire remplir aux sujets des
questionnaires alimentaires, ainsi que de les faire suivre par un diététicien de maniére a évaluer de
facon pertinente leurs apports lipidiques, et ce, a l'aide de questions simples, concernant par exemple
la consommation en SFA ou en poisson.

En complément de ces mesures, 'analyse du profil en acides gras des cellules jugales et/ou
d’érythrocytes permet d’avoir une image instantanée de la consommation en acides gras des sujets,
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puisque le profil membranaire des acides gras, comme l’a montré 1’étude chez le rat, est un bon
indicateur des apports lipidiques.

Concernant les critéeres du syndrome meétabolique, il est utile de réaliser des prises de sang avec
mesure des lipides sanguins (TAGp, HDL- et LDL-cholestérol), ainsi que de l'insuline. L’utilisation d'un
MAPA (monitoring ambulatoire de pression artérielle) permet d’évaluer sur 24 heures la pression
artérielle et la fréquence cardiaque. Cette technique a deux avantages. D’une part, elle permet de
mesurer ces deux parameétres en s’affranchissant de l’effet « blouse blanche », qui augmente
artificiellement les mesures effectuées par un médecin dans un environnement hospitalier sous l’effet
du stress du patient. D’autre part, la mesure sur 24 heures permet d’évaluer les variations de pression
artérielle et de fréquence cardiaque lors de l'alternance effort / repos, et nycthémérale.

Liée au syndrome métabolique, la mesure des taux d’adiponectine, de leptine et d’angiotensinogéne,
molécules a potentiel hypotenseur semble intéressante. En effet, elle peut donner des informations
complémentaires sur l’activité physiologique du tissu adipeux, de par l’analyse de la production

d’hormones permettant la communication avec le cerveau [139, 323].

Enfin, la mesure de la concentration plasmatique de fibrinogéne et de PAI-1 plasmatiques permet
d’évaluer le statut « coagulant » des sujets, tandis que l’analyse de la CRP ultrasensible (C-reactive
protein) et de I'IL-6 permet d’évaluer leur statut inflammatoire.

IV/ Design de I’étude

Les critéres d’inclusion dans 1’étude sont les suivants : des patients de sexe masculin, d’age compris
entre 40 et 60 ans, et en surpoids (IMC compris entre 25 et 29,5). L’élimination volontaire des femmes
est principalement due aux perturbations hormonales provoquées par la ménopause, qui survient
dans cette tranche d’age. Le choix de 1’age et de la fourchette dIMC est motivé par le besoin d’éviter les
personnes ayant déja développé une pathologie cardio-vasculaire, mais également de se concentrer sur
des personnes « borderline », en léger risque.

Le besoin de recruter des consommateurs habituels de corps gras situe ’étude dans une région dans
laquelle ce type de produit fait partie de I’alimentation « normale ». L’étude serait donc monocentrique
(un seul centre d’analyses) du fait de cette exigence géographique.

Le mode de calcul du nombre de patients nécessaires est basé sur ’effet principal escompté de I’étude.
Ici, le critére principal est la fréquence cardiaque de base. L’effet espéré est une diminution de 5
battements par minute, sur une moyenne de 70, soit une amélioration de 7%. Le nombre de sujets
nécessaire pour qu'un effet de cette amplitude soit significatif est de 30 personnes par groupe. En
prenant en compte une marge de sécurité et la présence dun groupe témoin, ceci conduit au
recrutement de 100 a 120 personnes au total.

Le design choisi pour I’étude est le suivant :
v/ un mois de mise en route aprés les recommandations d’un diététicien, de maniére a stabiliser
le poids des sujets et a vérifier le bon suivi du régime assigné (« run in »),
v' 8 semaines de régime contenant le corps gras test A ou le témoin B,
v' un ou deux mois de retour a I’état basal (phase de « wash out »),
v' 8 semaines de régime avec 'autre corps gras.

Cette organisation en « crossover » induit que chaque sujet soit son propre témoin, ce qui permet de
s’affranchir des variations interindividuelles de réponse a un régime alimentaire.

La période de transition entre les deux versants de ’étude est indispensable pour éliminer tout effet
éventuel du premier régime, avant de commencer le second.

L’é¢tude nécessite d’étre au minimum en simple aveugle pour que les patients ne soient pas informés
de la composition du corps gras qu’ils consomment, et ainsi éviter un éventuel effet placebo.

Le produit testé dans I’étude est le corps gras (A) mis au point au cours de la theése, et le témoin serait
un corps gras type St Hubert Oméga3 (B), donc ayant le méme taux de SFA. La dose imposée aux
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sujets est de 30 g par jour, soit une portion moyenne de corps gras, équivalant a 0,7 g d’EPA+DHA par
jour dans le cas du produit test, supplémenté en huile de poisson.

V/ Conclusion

Le but de I’étude est d’évaluer I'impact du corps gras d’intérét sur la fréquence cardiaque de base, ce
critére étant considéré comme le parametre principal de I’étude. Un chiffre pour illustrer importance
de ce facteur: 10 battements de coeur supplémentaires par minute augmenteraient le risque
d’infarctus de 14% [243].

Outre ce critére, la mission de ’étude est double. D’une part, elle doit prouver la biodisponibilité des
acides gras d’intérét dans les membranes cellulaires (jugales et érythrocytaires), résultats qui sont
attendus étant donné les conclusions de l’¢tude chez le rat. D’autre part, elle doit démontrer que le
produit alimentaire montre des effets spécifiques du DHA, comme une diminution de la fréquence
cardiaque et de la pression artérielle [127, 311, 341, 400, 490, 502].

Cette volonté de se concentrer sur le DHA est issue des constatations selon lesquelles l'organisme
humain parvient a synthétiser de I’'EPA a partir de I’ALA, mais trés peu de DHA [41, 66-68, 102, 185,
333, 341, 411]. En conséquence, si les effets du DHA sont observés chez les patients, ils pourront étre
imputés au profil lipidique du produit, et pas uniquement & une conversion in situ du précurseur.

Ce focus sur les LCPUFA est destiné a différencier le produit alimentaire mis au point, en mettant en
avant un effet bénéfique supplémentaire par rapport aux produits concurrents.
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Le sujet de cette thése était de mettre au point un corps gras alimentaire type margarine possédant un
profil en acides gras susceptible de participer au rééquilibrage des apports lipidiques des francais,
avec comme cible la prévention des pathologies cardio-vasculaires. Au cours de l’é¢tude, différents
verrous technologiques sont apparus concernant la formulation du produit, vecteur des nutriments
d’intérét.

Le premier était un probléme de texture, trop souple par rapport a la cible imposée par l'entreprise.
Cette problématique a donné lieu a un travail sur la nature des graisses concrétes mises en ceuvre et
leurs interactions. Il est apparu que ces différentes matiéres premiéres ne sont pas toutes compatibles
pour établir le réseau cristallin indispensable a la tenue du produit, et que le profil en acides gras
global ne peut permettre de prédire le profil de fonte d'une matrice complexe de ce type.

Le second était un probléme de flaveur, puisque l’addition d’huile de poisson dans la formule a
fortement dégradé les qualités organoleptiques du produit. Il semble que deux réactions différentes
soient a l'origine du dégagement des composés volatils désagréables, la peroxydation lipidique, d'une
part, et une réaction avec ’eau de type conversion rétro-aldol, d’autre part. Trois pistes d’amélioration
ont permis de limiter 'ampleur de ces réactions, aboutissant & un produit acceptable en dégustation
pendant une durée de trois semaines. Ainsi, la prévention de l'oxydation par la supplémentation en
antioxydants de nature et de dose ajustées, la modification du procédé de fabrication pour incorporer
I’huile de poisson dans le produit précristallisé, et 'addition d'un ingrédient d’origine laitiere ont été
étudiées.

Enfin, une variante de microencapsulation a été mise au point afin d’assurer la vectorisation et la
protection de l’huile de poisson et d’allonger la durée de vie du produit. Dérivée de la technologie des
liposomes, elle permet d’isoler un composé hydrophobe, constitué ici par l’huile de poisson, et de
I'incorporer dans une matrice de méme polarité. L’utilisation de ces vésicules dans un produit
alimentaire est rendue possible par I'absence de solvant organique dans le procédé de fabrication
original mis au point.

Suite a la mise au point de la formulation du produit, la biodisponibilité des nutriments d’intérét dans
cette matrice complexe a été testée et confirmée chez le rat, chez lequel une modification du profil en
acides gras des lipides circulants et des membranes cellulaires a été observée. En effet, il est apparu
que les acides gras n-3 présents dans le produit, et en particulier les dérivés a longue chaine, ont
permis le remplacement partiel de l’acide arachidonique par de 'EPA et du DHA, ce qui est susceptible
de modifier le profil des métabolites synthétisés, et de l'orienter vers un statut moins favorable au
développement des pathologies cardio-vasculaires.

Le déroulement de ’étude et I’analyse des résultats ont mis en lumiére certaines limites de ce travail.
En effet, limpact du procédé de fabrication sur la cristallisation des matiéres grasses et
I’établissement du réseau cristallin n’a pas été pris en compte dans 1’étude de la texture du produit.
De plus, il aurait été intéressant d’utiliser les données de calorimétrie différentielle pour obtenir le
profil de fonte des formules en terme de taux de solide afin d’affiner les comparaisons entre les
produits et de les situer par rapport a la cible de l'entreprise. Linformation aurait ainsi été
complémentaire de celle fournie par la pénétrométrie. Enfin, I'impact de l’addition de matiére grasse
laitiere dans la formule et I'influence de l'incorporation de ’huile de poisson en fin de fabrication n’ont
pas été étudiés, l'analyse étant concentrée sur la mise au point de la phase concréte du produit,
antérieurement a ces modifications dues a I’étude sur la flaveur.

L’é¢tude des composés volatils générés lors du contact entre l’huile de poisson et ’eau aurait mérité
une répétition des expériences de lavage afin de préciser 'ampleur du dégagement en fonction de la
qualité de l’eau. Concernant le produit fini, l'utilisation dune autre méthode d’extraction des
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molécules volatiles aurait peut-étre pu permettre de poursuivre I’analyse en chromatographie en phase
gazeuse jusqu’a la fin de I’étude, méme si des réserves ont été émises vis-a-vis de ces techniques.
Enfin, l'analyse en chromatographie des ingrédients seuls aurait pu fournir une confirmation
intéressante des hypothéses concernant l'impact des ardbmes ou des antioxydants sur le dégagement
de certains pics.

Concernant la technologie des liposomes inverses, outre la confirmation de la pertinence de ce vecteur
pour protéger la qualité de l’huile de poisson, d'une part, et la flaveur du produit, d’autre part, il
semble que l'utilisation d*un plan d’expérience pour l'optimisation des parameétres de fabrication aurait
été utile, de par la puissance et la précision de cet outil.

Derniére partie du travail, I’étude de la biodisponibilité chez le rat a montré des limites.

En effet, il aurait été intéressant de pouvoir expliquer la différence de poids observée chez les animaux
du test. Une des pistes envisageables aurait pu étre de mesurer la concentration en marqueurs
d’adiposité, comme la leptine, afin de vérifier I’hypothése d'un développement moindre du tissu
adipeux chez les rats du groupe test.

Deuxiéme point, ’analyse du profil en acides gras du tissu adipeux aurait pu étre divisée en deux
branches, I'une consacrée a ’étude de la membrane des adipocytes, et I'autre au contenu lipidique de
ces cellules. Ceci aurait pu étre effectué par séparation des phospholipides et des triacylglycérols en
chromatographie sur couche mince, puis analyse des deux classes de lipides séparément. Cette
distinction aurait probablement confirmé que 'augmentation de la concentration des acides gras n-3 a
longue chaine est due a un enrichissement de la membrane des adipocytes, et non a une mise en
réserve de ces composés hautement insaturés.

Troisiéme point, il aurait été intéressant de doubler I’évaluation de ’oxydation des lipides circulants
par une autre méthode afin de confirmer les résultats obtenus avec le test a l’acide thiobarbiturique
(oxydabilité des LDL in vitro, par exemple).

Enfin, dernier point, la mesure de la concentration plasmatique en a-tocophérol aurait pu également
concerner les autres formes de la vitamine E. Ceci aurait permis d’évaluer l’activité vitaminique E
globale du plasma des animaux, ce qui aurait peut-étre pu confirmer ’hypothése selon laquelle
Pactivité antioxydante du plasma n’est pas réellement diminuée chez ces animaux, mais que le ratio
des différentes formes de la vitamine E a évolué suite au régime test, avec notamment une
augmentation du y-tocophérol.

Malgré ces limites, le travail effectué a permis de répondre d'une maniére globale a la problématique
de la thése. Cependant, des interrogations subsistent, et chacune des quatre études menées offre des
possibilités d’approfondissement.

En effet, concernant la texture du produit, il serait intéressant d’étudier I’établissement du réseau
cristallin selon la matrice utilisée. L'impact du procédé de fabrication sur la texture, en particulier
I'impact du travail mécanique lors de la cristallisation, pourrait également étre un sujet de travail.
Concernant la flaveur du produit, l'identification des composés générés devrait étre le premier point de
la suite du travail. Il semble également intéressant d’approfondir ’é¢tude des deux réactions a l'origine
du développement des composés volatils indésirables pour confirmer I’hypothése d'une conversion
rétro-aldol des composés secondaires de 'oxydation des lipides. L’identification de la fraction du lait
qui permet de diminuer le dégagement des molécules volatiles est un autre axe envisageable, ainsi que
I’étude des mécanismes impliqués, que ce soit une interaction avec ces composés ou une inhibition
des réactions.

Concernant la technologie de microencapsulation, la caractérisation des liposomes inverses et de leur
procédé de fabrication doit étre poursuivie, ainsi que l'’étude approfondie des bicouches
phospholipidiques inversées et des mécanismes permettant la formation des vésicules lors de
lagitation. D’autre part, les différentes classes de phospholipides pourraient étre testées en tant
qu’encapsulant, ainsi que l'association de plusieurs d’entre elles.

Dernier théme abordé au cours de la thése, deux résultats observés dans ’étude de biodisponibilité
chez le rat mériteraient un approfondissement. Ce sont l’estérification préférentielle de 'EPA sur le
cholestérol lors de la synthése des esters de cholestérol par la lécithine-cholestérol acyl transférase,
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d’une part, et I'impact du profil lipidique du régime sur la croissance des animaux et le développement
de leur tissu adipeux, d’autre part.

Afin de répondre a la problématique posée au début de la thése, la réalisation de 1’étude clinique dont
les paramétres ont été présentés est indispensable. En effet, il est nécessaire que les résultats de
I’étude de biodisponibilité soient confirmés chez ’homme, et seul un impact sur les marqueurs
physiologiques choisis pourra prouver que ce corps gras est un vecteur intéressant de nutriments
d’intérét, en particulier dans l'optique de prévention des maladies cardio-vasculaires.

La poursuite du travail dans le cadre industriel ouvre également des possibilités d’approfondissement
dans les différents domaines abordés au cours de la thése. Ainsi, linterestérification pourrait étre
envisagée comme moyen de diminuer le taux d’acides gras saturés du produit, tout en le maintenant
dans la cible de texture de l'entreprise.

Concernant la technologie des liposomes inverses, il semble intéressant de mettre au point un test de
perméabilité, afin de s’assurer du maintien de la protection de ’huile de poisson dans le temps, et
d’évaluer le gain organoleptique engendré au cours de la vie du produit. La mise au point de la
formulation de la membrane des vésicules est également une piste a poursuivre, en privilégiant la
piste des texturants, ainsi que ’association de plusieurs molécules.

La mise au point d'un procédé de fabrication des liposomes inverses a ’échelle pilote, puis industrielle,
figure parmi les perspectives les plus intéressantes de ce travail. Elle permettra d’envisager la
production en usine du corps gras alimentaire mis au point, ainsi que sa mise sur le marché. Le
procédé actuel de fabrication des corps gras dans l’entreprise devra étre modifié, afin de permettre
I'incorporation de ces vésicules en fin de ligne, aprés les étapes de refroidissement et de malaxage.
Sous cette forme, il pourra étre envisagé de tester a nouveau la biodisponibilité des acides gras
d’intérét chez le rat. Il est en effet possible que cette vectorisation induise une modification de la
disponibilité des nutriments, ce qui permettrait, en cas d’amélioration, d’envisager 'utilisation de cette
technique pour apporter d’autres principes actifs, moins bien absorbés sous forme libre.

Dans le marché actuel de 'agroalimentaire, la mise au point des produits n’est pas la seule difficulté,
la communication et la crédibilité étant tout aussi importantes pour permettre le succés commercial
d’une formule.

La présentation des différentes générations de corps gras « non beurre » a montré que ’enrichissement
en acides gras polyinsaturés a longue chaine concerne la troisiéme génération, et que ce type de
produits manque dans la gamme de ’entreprise St Hubert. La communication, axée sur la prévention
d'une pathologie, devra permettre une distinction claire avec les produits concurrents, dont la dose
d’EPA et de DHA est largement inférieure. L’affichage d’une nouvelle allégation santé sera
indispensable, ce qui implique l’acceptation par ’AFSSA d’un dossier scientifique étayé. En effet, la
nouvelle réglementation européenne prévoit une liste positive d’allégations utilisables, I’emploi de toute
autre phrase nécessitant le dépo6t d'un dossier de demande [419].

Outre ce point réglementaire, plusieurs réserves existent concernant ’acheteur final, qui devront étre
prises en compte pour mettre au point le discours associé a ce produit.

Comme abordé dans l'introduction, les consommateurs deviennent de plus en plus méfiants vis-a-vis
des messages liés a la fonctionnalité positive d’un aliment. Noyés sous les informations de toute sorte,
certains tendent méme a rejeter ces produits. En réponse, certaines entreprises axent maintenant leur
communication sur la «non fonctionnalité », ce qui est visible dans certaines publicités, dans
lesquelles l'accent est mis sur le gout, tout en dénoncant les messages nutritionnels des autres
produits (« Ce yaourt ne te rendra ni plus beau, ni plus intelligent, il est juste bon », yaourt a boire
Velouté Fruix XL, de Danone). La seconde réaction observée est le retour a la « cuisine de grand-
meére », avec des aliments simples et sans additif (La Laitiére, Bonne Maman). Un spot pour un
fromage illustre ces tendances en mettant en scéne un consommateur qui, perdu dans les messages
nutritionnels, n’achéte que ce fromage pour la simplicité de sa liste d’ingrédients (« Non, il n'y a pas
d’alpha 12 dans cette huile-1a », camembert Président, Lactalis).

Si la quantité de messages perturbe les consommateurs, il semble que la force relative des allégations
sur un meéme sujet ne soit pas plus évidente. En effet, des tests ont montré que pour un
consommateur la différence est mince, voire inexistante, entre les allégations « participe au bon
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fonctionnement du systéme cardio-vasculaire » et « permet de diminuer le développement des maladies
cardio-vasculaires ».

Au vu de ces remarques, il semble nécessaire que le produit mis au point au cours de la thése soit
porté par un discours clair, crédible, qui permette de le différencier des produits existants.
Néanmoins, le message ne doit pas étre alarmiste ou moralisateur, puisque les acheteurs attendent
d'un aliment qu’il reste un aliment, et non qu’il devienne un médicament.

D’un point de vue plus personnel enfin, je voudrais conclure ce travail par les quelques remarques
suivantes :

Faire une thése sous convention CIFRE est une expérience trés enrichissante. En effet, il est trés
formateur d’étre au contact d’un produit alimentaire réel, d’un procédé de fabrication, et des contraintes
du monde industriel. Le fait de chercher a répondre a une problématique telle que celle-ci, dont le but est
de déboucher sur la mise sur le marché d’un produit alimentaire ou sur la mise en place d’une nouvelle
technologie, donne au travail une dimension concréete, différente de la recherche scientifique pure, ce qui
est trés motivant.

Quelquefois, avoir de tels impératifs peut étre frustrant d’un point de vue scientifique pur, car le respect
des délais et la nécessité de produire des résultats rapidement utilisables par l'entreprise ne permet pas
forcément d’aller au bout de la démarche de recherche... La compréhension fine des phénoménes mis en
évidence n’est pas toujours possible, et la frustration peut venir du sentiment d’effleurer des découvertes
intéressantes sans pouvoir les finaliser jusqu’a satisfaction de Uesprit.

Malgré tout, la grande variété des thémes de recherche abordés au cours d’une thése CIFRE, qui permet
souvent d’étudier une problématique de maniére globale, offre la possibilité de réaliser une étude multi-
disciplinaire tres formatrice. Les points de science fondamentale laissés en suspens sont autant de
futurs axes de recherche pour le laboratoire, et pourront fournir autant de themes de recherche
intéressants pour de futurs doctorants.
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ANNEXES EXPERIMENTALES

ANNEXES EXPERIMENTALES

I/ Extraction et transméthylation des acides gras

v But
Les techniques présentées dans ce paragraphe permettent d’extraire les lipides totaux d’un échantillon
afin de réaliser par la suite une analyse chromatographique sur couche mince, et de méthyler les
acides gras avant analyse en chromatographie en phase gazeuse.

v' Protocole

Les différents protocoles utilisés sont décrits ci-dessous. Les techniques de Folch et al. (1957) [154] et
Peuchant et al. (1989) [389] permettent l'extraction des lipides totaux, tandis que celle de Lepage et
Roy (1984) [292] permet l’extraction et la transméthylation en une seule étape des lipides totaux d’un
échantillon. Enfin, la transméthylation d’acides gras de classes de lipides récupérées aprés
chromatographie sur couche mince est réalisée par la technique BFs-méthanol de Morrison et Smith
(1964) [345].

Toutes ces techniques ont été publiées, leurs protocoles ne seront donc que rapidement décrits.

I. 1) Extraction par la technique de Folch et al. (1957) [154]

Pour une masse d’échantillon de 1 mg, 6,7 mL de méthanol puis 13,3 mL de chloroforme sont ajoutés,
ainsi que 0,21 mL d’une solution de chloroforme a 1% m/v de BHT (butylhydroxytoluéne).
L’échantillon est ensuite placé sous agitation pendant une heure.

A la fin de cette période, 4,2 mL de chlorure de potassium (0,8% m/v) sont ajoutés, le mélange est
homogénéisé pendant 5 minutes, puis est centrifugé a 800 g pendant 5 minutes (centrifugeuse modeéle
CR 412, Jouan).

La phase aqueuse est remplacée par le méme volume de solution de Folch (chloroforme / méthanol /
chlorure de potassium en 3/48/47), et I’échantillon est a nouveau centrifugé, dans les mémes
conditions.

La phase supérieure est éliminée, tandis que la phase organique est filtrée sur papier pasteur dans un
ballon, le tube initial étant rincé plusieurs fois avec le solvant de départ (chloroforme / méthanol en
2/1).

L’échantillon est ensuite séché a 'aide d'un évaporateur rotatif. Le culot est suspendu dans le solvant
de départ (1 & 2 mL), puis filtré sur papier Whatman dans un tube stocké par la suite a 4°C sous
azote.

I. 2) Extraction par la technique de Peuchant et al. (1989) [389]

Préalablement a l’extraction des lipides, les hématies sont récupérées par centrifugation du sang des
animaux a 800 g pendant 30 minutes (centrifugeuse modéle CR 412, Jouan). La phase surnageante
obtenue est constituée de plasma, tandis que le culot contient les érythrocytes.

Pour un échantillon de 0,4 g d’hématies, 8 mL d’isopropanol sont ajoutés, avant homogénéisation a
l’aide d'une turbine type Ultraturrax.

La solution obtenue est ensuite mélangée pendant 10 minutes, puis filtrée sur papier pasteur au
dessus d'un ballon. Le tube d’origine est rincé plusieurs fois a l'isopropanol.

La solution est séchée a ’aide d’un évaporateur rotatif.

Le culot est suspendu dans un mélange de solvant constitué de chloroforme et de méthanol en ratio
2/1, puis filtré sur papier Whatman dans un tube stocké a 4°C sous azote.
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I. 3) Extraction et transméthylation par la technique de Lepage et Roy
(1984) [292]

Un échantillon de 20 mg est placé dans un tube, dans lequel sont ajoutés 2 mL d'un mélange
méthanol / isooctane (4/1). Le tube est ensuite placé dans de la glace, sous agitation, pour permettre
I’addition lente de 0,2 mL d’acétylchloride (réaction exothermique).

Ce mélange est ensuite placé une heure a 100°C, afin de permettre la transméthylation des acides
gras, puis est refroidi sur glace.

Un volume de 5 mL de carbonate de sodium est ajouté sous agitation (le tube étant toujours placé
dans la glace), ce qui provoque le dégagement de dioxyde de carbone.

Le tube est homogénéisé a l'aide d’'un vortex pendant quelques secondes, puis centrifugé a 800 g
pendant 5 minutes (modéle CR 412, Jouan). La phase supérieure est récupérée, et est injectée
rapidement en chromatographie en phase gazeuse (de maniére a éviter toute dégradation des esters
méthyliques d’acides gras).

I. 4) Transméthylation par la technique BF;-méthanol de Morrison et Smith
(1964) [345]

Apres extraction des lipides d’un échantillon, les esters méthyliques des acides gras sont obtenus par
transméthylation de 500 uL de solution lipidique avec 1 mL de solution méthanolique de trifluorure de
Bore (BF3, 14% m/v dans du méthanol), réalisée a 100°C pendant 20 minutes.

Aprés refroidissement du tube sur glace, les esters sont ensuite extraits par ajout dans le tube d’1 mL
de soude et de 2 mL d’hexane, centrifugation a 800 g pendant 5 minutes (modéle CR 412, Jouan), et
récupération de la phase supérieure.

La phase inférieure subit cette étape d’extraction deux fois supplémentaires.

Les trois phases récupérées sont ensuite mélangées, séchées par évaporation du solvant, et
suspendues dans 2 mL d’hexane avant d’étre stockées a 4°C sous azote.

Remarque : cette technique permet de stocker les esters méthyliques d’acides gras obtenus, au
contraire de la technique présentée dans le paragraphe précédent.

II/ Techniques chromatographiques

Les techniques de chromatographie permettent la séparation de composés en fonction dun critére
donné. Plus précisément, la chromatographie sur couche mince ou sur rod permettent la séparation
des différentes classes de lipides, tandis que la chromatographie en phase gazeuse permet d’obtenir le
profil en acides gras d’'un échantillon.

L’utilisation d'un injecteur espace de téte dans cette derniére technique permet par ailleurs de séparer
les composés volatils présents dans 'atmosphére située au dessus d’un échantillon.

Enfin, la chromatographie en phase liquide haute performance permet dans cette étude le dosage de la
vitamine E.

II. 1) Analyse du profil en acides gras par chromatographie en phase gazeuse

v But
Cette technique permet une séparation des substances chimiques, qui repose sur les différences de
comportement entre une phase mobile (échantillon / solvant / gaz) et une phase stationnaire
(colonne). Dans le cas des matiéres grasses, cette analyse permet de séparer les acides gras présents
dans l’échantillon, et d’évaluer leur proportion respective de maniére qualitative ou quantitative.

v Principe
L’injection de ’échantillon dans une colonne permet la séparation des acides gras en fonction de leur
structure. En effet, la longueur et le nombre d’insaturations de la chaine carbonée déterminent le
temps de rétention de chaque acide gras, qui est repéré a la sortie de la colonne par un détecteur a
ionisation de flamme.
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v' Protocole
Les acides gras d’un échantillon sont transformés en esters méthyliques par l'une des techniques
présentées précédemment, et 1 uL d’échantillon est injecté dans le chromatographe :

- pour les profils en acides gras des lipides sanguins des rats, ainsi que les profils de la PE
érythrocytaire et cérébrale : type Trace GC Ultra, Thermo Electron Corp., équipé d'une colonne
capillaire BPX70 60 m (longueur) * 0,22 mm (diameétre interne) * 0,25 um (épaisseur), SGE
Ltd ;

- pour les profils en acides gras des huiles et graisses utilisées dans la formulation, ainsi que
pour les produits finis : type Périchrom 2000, équipé d’'une colonne 25 m (longueur) * 0,25
mm (diameétre interne) * 0,5 mm (diameétre externe), BPX70 SGE, Australia Pty Ltd.

Les programmes de température utilisés sont les suivants : de 150°C a 200°C a 1,5°C/min, 30 min a
200°C, de 200°C a 235°C a 10°C/min dans le premier cas, 1 min a 120°C, de 120 a 220°C a 3°C/min,
20 min & 220°C dans le second.

La montée en température permet d’obtenir une séparation plus efficace des différents esters d’acides
gras, dont le caractére volatil est fortement déterminé par la structure.

Le gaz utilisé comme porteur de la phase mobile est ’azote.

v'  Résultats
Le chromatogramme obtenu représente 'intensité de détection des esters méthyliques d’acides gras a
la sortie de la colonne, en fonction de leur temps de rétention. L’intensité de la détection est
représentée par 'amplitude du pic concerné, en unité arbitraire.
Par comparaison du chromatogramme avec un profil constitué d’acides gras connus, il est possible
d’identifier les composés constituant I’échantillon. La proportion relative de chacun est évaluée par la
proportion que représente ’aire de chaque pic par rapport a la somme des aires de tous les pics du
profil.
L’utilisation de standards de composition massique connue permet d’éliminer ’éventuel biais induit
par le détecteur a ionisation de flamme. En effet, il est possible que celui-ci émette un signal
d’amplitude différente en fonction de la nature de l’acide gras qu’il détecte. Dans ce cas, la proportion
des acides gras dans I’échantillon peut étre sous- ou surestimée.
Cependant, dans le cadre de cette thése, seul le profil en acides gras exprimé en proportion de l’aire
totale des pics est utilisé afin de comparer les produits.

II. 2) Analyse des composés volatils par chromatographie en phase gazeuse

v But
De la méme maniére que dans la technique précédente, les composés volatils présents dans un
échantillon peuvent étre séparés par chromatographie en phase gazeuse, 'appareillage ne différant
que par la structure de l'injecteur, dit « espace de téte ».

v Principe

La séparation des composés volatils d’'un échantillon est effectuée sur une colonne dans laquelle les
molécules sont retenues pendant un délai qui est fonction de leur structure. A la sortie de la colonne,
un détecteur a ionisation de flamme permet d’obtenir un chromatogramme, comparable a celui décrit
dans le paragraphe précédent.

La particularité de cette technique réside dans la méthode conduisant au dégagement des molécules
volatiles. En effet, ne sont injectés dans la colonne que les composés présents dans ’espace de téte
présent au-dessus d’un échantillon, aprés équilibrage air / produit dans une enceinte chauffée.

v' Protocole
Une masse de 4 g de corps gras est introduite dans un flacon en verre, fermé puis scellé. L’échantillon
est incubé a une température de 90°C pendant 15 minutes, puis 5 uL de l'espace de téte sont injectés
dans l'appareillage (chromatographe en phase gazeuse modéle PR2100, Périchrom Sarl, colonne
capillaire pour solvants, modéle Factor Four VF-23ms de 30 m*0,25 mm, DF = 0,25, Varian).
Le programme de température utilisé est le suivant : maintien a 40°C pendant 10 minutes, puis rampe
de 40 a 180°C a une vitesse de 10°C par minute, et plateau a 180°C pendant 1 minute.
Le gaz porteur de la phase mobile est ’azote.
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v'  Résultats
Le chromatogramme obtenu permet, comme dans le cas de la technique précédente, d’évaluer la
composition du mélange de molécules volatiles par mesure de l’aire d’un pic, rapportée a la somme des
aires totales.
L’identification des composés séparés nécessite une analyse supplémentaire, qui n’a pas été réalisée
au cours de la thése par manque du matériel nécessaire disponible sur place. Il s’agit de la
spectrométrie de masse, effectuée par un appareillage couplé au chromatographe.

II. 3) Séparation des classes de lipides par chromatographie sur couche

mince

v But
Le but de cette technique (et de la technique suivante) est de séparer les différentes classes de lipides
afin de pouvoir analyser le profil en acides gras des classes d’intérét.

v' Principe
Le principe de cette technique est basé sur la différence de comportement des classes de lipides lors de
la migration dans un solvant d’élution, sur une plaque de silice.

v' Protocole
L’é¢chantillon contenant les lipides totaux, dissous dans un solvant (ex. chloroforme / méthanol en
2/1) est déposé a l'aide d’'une pipette pasteur a 3 cm du bord inférieur d'une plaque de verre
recouverte d’un gel de silice (gel de silice Kieselgel 60H, Merck, dimensions de la plaque : 20 cm * 20
cm). Le solvant s’évapore rapidement, ne laissant au niveau du dépét que les lipides totaux.
La plaque est ensuite placée verticalement dans une cuve contenant une hauteur d’environ 2 cm de
solvant d’élution (chloroforme / méthanol / eau / acide acétique en 65/45/3/1). La migration
s’effectue en 45 minutes a température ambiante.
Apres la migration, les différentes classes de lipides sont révélées a l'aide d’un réactif spécifique des
lipides (solution de méthanol a 0,5% m/v de dichlorofluorescéine). Aprés pulvérisation du réactif et
séchage de la plaque, la révélation sous ultraviolets permet de visualiser les zones ou se trouvent les
classes de lipides.

v'  Résultat
L’identification des différentes classes de lipides est faite par rapport a des standards purifiés ayant
migré dans les mémes conditions.
La classe de lipides d’intérét peut ensuite étre récupérée par grattage de la silice dans la zone
concernée, puis analysée aprés transméthylation des acides gras par la méthode de Morrison et Smith
(1964) [345].

II. 4) Séparation des classes de lipides en chromatographie sur rod,

Iatroscan®

v Principe
Le principe de cette technique est le méme que celui de la chromatographie sur couche mince, c’est-a-
dire la séparation des différentes classes de lipides.
Cependant, si la chromatographie sur couche mince permet surtout de récupérer une classe
particuliére de lipides afin d’en évaluer le profil en acides gras par la suite, la chromatographie sur rod
permet d’évaluer la composition d'un échantillon, en terme de proportion de chacune des classes de
lipides.
Dans cette technique, la plaque de silice est remplacée par un rod, c’est-a-dire une baguette de quartz
de 1 mm de diameétre, recouverte par une fine pellicule de silice.
La migration des lipides se fait dans deux cuves différentes, 1'une pour la migration des lipides non
polaires (TAG), 'autre pour la migration des lipides polaires (PL et glycolipides).

v' Protocole
De la méme maniére que pour la technique précédente, I’échantillon est déposé au bas du rod a l’aide
d'une pipette fine, les lipides totaux seuls restant aprés évaporation du solvant.
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Remarque : les rods sont montés par 10 sur un cadre métallique, ce qui permet d’effectuer le méme
dépot plusieurs fois, ainsi que des standards, dans la méme expérience.

Aprés séchage a 103°C pendant une minute, puis saturation en humidité (10 minutes dans une
enceinte saturée en chlorure de sodium), le cadre est placé dans la premiére cuve contenant un
solvant d’élution spécifique des lipides non polaires (hexane / éther diéthylique / acide formique en
70/30/0,2).

Aprés migration (20 minutes a température ambiante), le cadre est placé dans l'appareillage (modéle
MK-5, IATRON) pour analyse des classes de lipides séparées par la migration, a l'aide d'un détecteur a
ionisation de flamme.

La méme analyse est répétée sur un autre rod aprés la migration dans le deuxiéme solvant d’élution,
cette fois spécifique des lipides polaires (chloroforme / méthanol / eau / ammoniac en 65/35/5/0,28).

v'  Résultats

L’analyse des rods permet d’obtenir un profil sur lequel figurent des pics représentant les différentes
classes de lipides, l'aire d'un pic étant corrélée a la quantité de composé considéré détectée par
lappareil. La proportion des différentes classes de lipides contenues dans 1’échantillon est évaluée de
maniere relative, par rapport a la somme des aires de tous les pics, comme dans les techniques de
chromatographies en phase gazeuse.

L’analyse du rod aprés la premiére migration permet d’évaluer la proportion de lipides non polaires
(ayant migré) et polaires (restés au niveau du dépoét) dans I’échantillon. L’analyse aprés la deuxiéme
migration permet de séparer les différents lipides polaires, et ainsi d’avoir une image globale de la
composition de ’échantillon.

II.5) Analyse de I’a-tocophérol par chromatographie liquide haute
performance

v But
Le but de cette technique est d’estimer la concentration en vitamine E dans le plasma des rats.

v' Principe
Cette analyse est réalisée par chromatographie en phase liquide haute performance. Dans ce cas, la
phase mobile est constituée d'un mélange de solvants organiques.
De la méme maniére que la chromatographie en phase gazeuse, la nature de la colonne et les
conditions d’analyse permettent la séparation de l’a-tocophérol. En sortie de colonne, un détecteur
électrochimique produit une réaction d’oxydo-réduction spécifique. Celle-ci génére un courant dont
I'intensité est proportionnelle a la concentration en a-tocophérol dans ’échantillon.

v' Protocole
Un échantillon de 50 uL de plasma des animaux est additionné de 60 uL d’une solution de BHT a 100
mg/mL (protection contre l'oxydation) et de 60 uL de standard 6-tocophérol (15 pg/mlL). Aprés
agitation au vortex, 500 uL d’hexane sont ajoutés, et la solution résultante est centrifugée a 700 g
pendant 5 minutes (modeéle CR 412, Jouan).
La phase supérieure est prélevée, et 'hexane est évaporé sous azote. Le culot restant (contenant les
lipides plasmatiques) est dissous dans 100 uL de méthanol / éthanol (105/95), et un échantillon de 10
uL est injecté dans l'appareillage (chromatographe Spectra System P1000, Thermo Finnigan, équipé
d’une colonne Thermo Hypersil 125 m de longueur * 4 mm de diameétre).
La phase mobile est constituée d'un mélange méthanol / éthanol (95/5) additionné de formate
d’ammonium a 2 g/L.

Remarque :

Dans le cas de la mesure de l’activité vitaminique E globale des produits alimentaires utilisés dans
I’étude de biodisponibilité, les différentes formes de la vitamine E ont été dosées par chromatographie
liquide haute performance selon la norme NF ISO 9936 [7]. Ces analyses ayant été réalisées par un
laboratoire extérieur (ITERG-Analyses) et ne concernant que ces trois produits, le principe de la norme
ne sera pas détaillé dans ce chapitre.
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III/ Estimation de ’oxydation

III. 1) Oxydation dans le produit fini : Indice de peroxyde (NF EN ISO 3960)

v But
Cette mesure permet de donner une image de l’altération de l’huile, dans les premiers stades de la
réaction d’oxydation des lipides.

v Principe
L’indice de peroxyde permet d’évaluer la quantité de peroxydes présents dans un échantillon (ces
composés étant les produits primaires de l'oxydation des lipides), et correspond a la quantité
d’oxygéne actif du peroxyde contenu dans une certaine masse de produit, capable d’étre libéré dans
les conditions de l’expérience.

v' Protocole
La mesure de I'IP est effectuée dans le laboratoire de 'entreprise St Hubert selon la norme NF EN ISO
3960 [6].
Une masse de 1 g d’échantillon est dissoute dans un mélange chloroforme / acide acétique (2/3). Un
millilitre de solution de iodure de potassium est ensuite ajouté, puis la solution est placée a ’abri de la
lumiére pendant 5 min.
L’iode libéré est titré avec une solution de thiosulfate de sodium (0,01 N), en utilisant de ’empois
d’amidon comme indicateur coloré.
Un témoin (blanc), ne contenant pas de corps gras, est titré de la méme manieére, et sert de référence.

v"  Résultat
L’indice de peroxyde en microgramme d’oxygéne actif par gramme de corps gras se détermine comme
suit :

m
Avec V : volume de thiosulfate de sodium nécessaire pour titrer le blanc (mL)

IP=

Vo : volume de thiosulfate de sodium nécessaire pour titrer l'essai (mL)
N : normalité de la solution de thiosulfate de sodium (mol H*/L)
m : masse de l’échantillon (g)

III. 2) Oxydation dans I’organisme : Mesure des TBARs par spectrophotométrie

v But
Le but de cette méthode est d’estimer 'oxydation des lipides plasmatiques des rats par dosage de
substances issues de cette réaction.

v' Principe
Le principe de cette méthode est basé sur la réaction que peuvent avoir certains produits d’oxydation
des lipides avec l’acide thiobarbiturique (TBA), en formant un pigment rouge dont un des maximums
d’absorbance est situé a 532 nm. C’est le cas en particulier du malonaldialdéhyde, qui est produit lors
de l'oxydation d’acides gras insaturés, ce qui est pertinent dans le cadre de I’6¢tude d’animaux nourris
avec un régime enrichi en PUFA.

v' Protocole
Un échantillon de 150 uL de plasma est additionné de 15 uL de BHT (protection contre 'oxydation) et
de 30 uL de soude (6 M). Cette solution est chauffée pendant 30 minutes a 60°C, puis 75 pL d’acide
perchlorique a 35% m/v sont ajoutés (solution A).
Extemporanément, un mélange (B) est préparé, contenant 5 mL dune solution d’acide
trichloroacétique a 15% m/v dans de l’acide chlorhydrique, 5 mL d'une solution de TBA a 0,375% m/v
dans de l’acide chlorhydrique et 5 mL d’acide chlorhydrique 0,2 N.
Un millilitre de mélange B est ajouté a la solution A, et le tout est chauffé pendant 30 minutes a
100°C.
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Aprés refroidissement a température ambiante, 1,5 mL de butanol est ajouté, et la solution est
centrifugée a 1500 g pendant 15 minutes (modéle CR 412, Jouan).

Le surnageant, contenant les TBARs, est enfin analysé en spectrophotométrie a 532 et 572 nm, contre
un témoin « blanc » préparé sans plasma (spectrophotométre UV Lambda Bio 20, Perkin Elmer).

v'  Résultat
La concentration en TBARs est déterminée a l'issue de l'analyse spectrophotométrique par la formule
suivante :

TBARS — (D0532nm _D0572nm j* &

15400 v,

Avec : DOx : absorbance a la longueur d’onde x
VB : volume de butanol exact ajouté (L)
Ve : volume de la prise d’essai (L)

IV/ Analyse de la texture des corps gras

IV. 1) Calorimétrie différentielle a balayage

v But
Cette technique, utilisée dans la thése pour ’étude des matiéres grasses, permet d’évaluer la fusion et
la cristallisation des différentes fractions d'un échantillon, que ce soit en terme d’énergie impliquée ou
de température a laquelle les changements d’état se produisent.

v' Principe
L’analyse par calorimétrie différentielle a balayage permet d’é¢tudier les transformations physiques
propres de ’échantillon, ainsi que ses réactions avec le milieu extérieur, les changements d’état étant
associés a une libération ou a une absorption d’énergie.
Un dispositif a thermocouples mesure la différence de température entre ’échantillon et un témoin.
Parce que l’analyse soustrait au flux d’énergie dégagé par 1’échantillon celui d’un point de référence
(témoin), elle est dite différentielle.
En soumettant ’échantillon a une variation contrdélée de température il est possible d’enregistrer les
températures de changement d’état, la quantité d’énergie nécessaire pour faire varier la température
de l’¢chantillon sans changement d’état, et la quantité d’énergie nécessaire pour les changements
d’état.
Dans le cas des matiéres grasses, une réaction endothermique correspond a une fusion et une
réaction exothermique a une cristallisation.

v' Protocole
Une masse d’échantillon comprise entre 5 et 10 mg est introduite dans l'une des deux chambres de
l’'appareil (calorimétre différentiel a balayage, modéle PYRIS 1, Perkin Elmer), la seconde chambre
laissée vide constituant le témoin.
Dans le cadre de cette étude, le balayage de température s’effectue comme suit : aprés refroidissement
de l’échantillon a -50°C et stabilisation pendant 3 minutes, la température est augmentée de -50 a
+100°C a une vitesse de 5°C par minute. La température de 100°C est finalement maintenue 3

minutes.

v'  Résultats
Les résultats sont exprimés sous forme d’'un thermogramme reliant la température de ’échantillon a la
variation d’enthalpie (énergie libérée ou absorbée).

IV. 2) Pénétrométrie

v’ But
La pénétrométrie est utilisée pour caractériser la texture des corps gras produits.
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v' Principe
Cette technique consiste a étudier la résistance opposée par un corps gras a la pénétration dun
mobile de géométrie connue, a vitesse constante, jusqu’a une profondeur définie.

v' Protocole
L’appareillage est de type TAXT2i (Stable MicroSystems). L’analyse s’effectue sur le produit fini, en
barquette complete de 250 g, a 6°C afin de simuler la température moyenne du réfrigérateur dun
consommateur.
Un céne (angle de 60° par rapport a ’horizontale) pénétre dans le produit a une vitesse de 2 mm/s,
jusqu’a une profondeur de 20 mm, puis est retiré a la méme vitesse.
La résistance opposée par le produit est mesurée par la force nécessaire a ’exécution du protocole, a
partir du moment ou le cone entre en contact avec la surface du produit.

v'  Résultats
Le graphe obtenu représente la force nécessaire pour exécuter le protocole (g), en fonction du temps (s)
(figure I-1).
Trois caractéristiques de la texture du produit sont calculées a partir de ce profil, la dureté, la
résistance, et I’adhérence :
i) La dureté est mesurée par la force maximale nécessaire pour que le céone pénétre le produit, et est
exprimée en grammes (Fmax) ;
ii) La résistance est évaluée par ’aire du pic positif généré par la pénétration du cone, et est exprimée
en grammes*seconde (A1) ;
iii) Enfin, 'adhérence, qui représente le caracteére collant du produit, est associée a la force nécessaire
pour retirer le cone du produit. Elle est évaluée par l'aire du pic négatif, généré par le retrait du
mobile, et est également exprimée en grammes*seconde (Az2).
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Figure I-1 : Graphe obtenu par analyse de pénétrométrie.

Fmax : force maximale, représente la dureté, A:: aire représentant la résistance du produit, Az : aire représentant
l’adhérence du produit.
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