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Introduction générale 

 

1. Contexte du projet 

La recherche en nutrition humaine a connu une fantastique évolution ces trente dernières 

années. La première moitié du 20ème siècle a principalement été consacrée à la mise en évidence 

des ut i e ts esse tiels à l’ho e. Bie  ue l’app o he s ie tifi ue soit est e esse tielle e t 

descriptive, de o eu  a is es d’a tio  o t tout de e t  is e  évidence : le rôle de 

certaines vitamines dans des activités enzymatiques clés (Purr, 1933) ou encore celui des acides 

aminés dans la construction et la décroissance progressive de la masse musculaire (Beard et Barnes, 

1931). Pa  la suite, les e he hes se so t o ie t es e s le a is e t oit lia t l’ali e tatio  à 

la santé et au bien-être. Les outils disponibles pour percer ces mécanismes étant alors encore 

rudimentaires, les études se sont là e o e o te t es d’u e app o he des ipti e pe da t 

lo gte ps. Des o latio s e t e le is ue d’appa itio  de pathologies o sid es o e 

maladies de i ilisatio  et des odes d’ali e tatio  ou t pes d’ali e ts o t tout de e pu t e 

mises en évide e. C’est ota e t le as pou  la elatio  e t e affe tio s cardiovasculaires et 

consommation en excès de matières grasses saturées (Gertler et al., 1950) ou celle entre la 

consommation de fruits et légumes et la di i utio  du is ue d’appa itio  de e tai s a e s 

(Stocks et Karn, 1933). Mais les données épidémiologiques utilisées pour établir ces corrélations 

’ taie t alo s as es ue su  des tudes d’o se atio , ui e permettent pas le passage de 

o latio s à des p eu es de lie s di e ts e t e les fa teu s tudi s. E  out e, jus u’au ilieu des 

années 80, les e he hes o t p i ipale e t t  o ie t es e s l’ ta lisse e t de lie s e t e 

l’ali e tatio  et les is ues de développement de pathologies mais très rarement vers les aspects 

fi ues ue peut e ge d e  l’ali e tatio  su  ot e sa t . 

 Depuis u e i gtai e d’a es, l’app o he de es elatio s a p ofo d e t ha g  : les 

aliments et leurs constituants sont maintenant considérés comme des « modulateurs » pouvant 

i flue e  positi e e t et/ou gati e e t le is ue d’appa itio  de e tai es pathologies. La 

nutrition préventive décrit les modes alimentaires permettant de satisfaire tous les besoins 

nutritionnels, d’assu e  le o  fo tio e e t de l’o ga is e et de p e i  ou de eta de  u  t s 

grand nombre de pathologies. Les régimes les plus efficaces en termes de bien-être et de santé 

sont associés à un apport élevé en produits végétaux et à une utilisation od e d’i g die ts 
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affi s et de p oduits d’o igi e a i ale i hes e  a ides g as satu s. Du poi t de ue e g ti ue, 

la p opo tio  de glu ides, de p ot i es et de lipides de ait espe ti e e t t e de l’o d e de , 

15 et 30 %. Actuellement, la majo it  de la populatio  f a çaise, à l’i sta  d’aut es populatio s 

occidentales, présente un apport énergétique de 45 % en glucides, 15 % en protéines et 40 % en 

lipides. D’ap s les ut itio istes, ette pa titio  alo i ue est lat i e de t pologies 

ali e tai es peu uili es. Des esu es plus o ple es su  l’appo t sp ifi ue de e tai s 

ut i e ts ou i o ut i e ts i di ue t gale e t ue, da s l’e se le, le statut ut itio el 

d’u e pa t i po ta te de la populatio  ’est pas opti al (Rémésy, 2008). Pourtant, de plus en plus 

conscient du lien étroit liant l’ali e tatio  à la sa t  et au ie -être, le consommateur tend depuis 

quelques années à modifier ses habitudes alimentaires. Cela se traduit en partie par un intérêt 

grandissant pour les aliments « santé », qui englobent notamment les aliments fonctionnels, les 

compléments alimentaires, ainsi que les produits diététiques (Villela, 2008). 

 Les produits diététiques sont des denrées alimentaires formulées pour répondre aux 

besoins nutritionnels particuliers de certaines catégories de la population dans des domaines tels 

que la minceur, le sport et le bien-être. Mais la formulation de tels produits se heurte encore au 

manque de connaissances quant à la biodisponibilité de certains macro- et micronutriments. À 

partir des années 1975, des études se sont intéressées au devenir des nutriments après ingestion. 

Haber et al. ont par exemple démontré en 1977 que la réponse glycémique après consommation 

de pommes sous fo e e ti e, de o pote ou de jus tait d’auta t plus apide ue la at i e 

alimentaire était déstructurée. Pa  la suite, d’aut es tudes o t pe is de o fi e  u’à 

composition égale en glucides, la nature de la matrice alimentaire influençait significativement la 

réponse métabolique et donc in fine l’effet sa t  (Granfeldt et al., 1991; Read et al., 1986). Il ne 

suffit donc plus de odifie  la o positio  d’u  ali e t pou  odifie  so  effet sa t , il faut aussi 

tenir compte de sa structure physique et des propriétés physicochimiques de sa matrice. Ainsi, on 

sait aujou d’hui ue tous les l e ts o stitutifs d’u  ali e t e sont pas totalement 

biodisponibles (une fraction arrive donc au niveau du côlon) et que leur cinétique de libération peut 

i flue e  g a de e t l’effet sa t  glo al de l’ali e t. Depuis peu, l’objectif est donc de contrôler 

les caractéristiques physicochimiques de la matrice alimentaire (degré de gélatinisation de 

l’a ido , deg  de solu ilisatio  des fi es i o po es…  au t a e s du hoi  des i g die ts et 

des procédés technologiques de façon à contrôler et optimiser son effet santé (Fardet et al., 2013).  

 Parallèlement à cela, le domaine alimentaire est confronté depuis quelques dizaines 

d’a es à u e aug e tatio  saisissa te des as d’alle gies et d’i tol a es ali e tai es. Les 
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intolérances alimentaires, réactions non-immunologiques, reproductibles et spécifiques à un 

composé alimentaire, toucheraient entre 15 et 20 % de la population mondiale (Zopf et al., 2009). 

La p se e d’age ts pha a ologi ues af i e, gluta ates, sali lates, a i es asoa ti es…  

dans de nombreux aliments en se ait l’u e des deu  p i ipales auses. Ces réactions chimiques 

’e t ai e t pas i lu ta le e t de s ptô es gastro-intestinaux, ais lo s ue ’est le as, es 

derniers sont probablement influencés par le système neuroendocrine gastro-intestinal (Lomer, 

2015). Les i tol a es ali e tai es s’e pli ue t epe da t ajo itai e e t pa  des d fi its 

enzymatiques, généralement héréditaires. Un déficit en fructose-biphosphate aldolase, dû à un 

héritage autosomique récessif, entraine par exemple une accumulation du fructose-1-phosphate 

au niveau des cellules hépatiques. Cette accumulation agit comme un inhibiteur compétitif de la 

phosphorylation, entrainant une sévère hypoglycémie, voire des convulsions et un coma chez les 

enfants (Fedewa et Rao, 2013). En cas de déficit en lactase, qui touche environ 70 % de la 

populatio  o diale, le la tose ali e tai e ’est plus h d ol s  au i eau i testi al et rejoint le 

côlon au niveau duquel il est fermenté par le microbiote commensal. Cela entraine des symptômes 

a ia les e  fo tio  de l’a ti it  siduelle de la la tase, de la du e du t a sit gast o-intestinal et 

principalement de la quantité de lactose ingérée. Mais de sévères troubles digestifs sont observés 

chez certains sujets (Corgneau et al., 2015). Pour faire face, de plus en plus de produits « sans » 

sont développés. En 2015, le marché des produits destinés à la population présentant une 

hypersensibilité alimentaire a p og ess  de  % et ep se te a tuelle e t  illio s d’eu os au 

niveau mondial. Dans cet ensemble, les produits sans lactose sont surreprésentés, notamment à 

travers le lait qui pèse à lui seul  illio s d’eu os (Harel, 2016). 

 

2. Problématique industrielle 

 Ce projet est financé par une société spécialisée dans la formulation et le façonnage de 

solutions nutritionnelles santé et bien-être sous forme sèche. Ces dernières sont destinées à 

l’ali e tatio  ou a te, ais aussi à l’ali e tatio  di t ti ue en apportant des bénéfices 

nutritionnels spécifiques dans les domaines de la minceur, du sport et du bien-être. Ces produits, 

notamment conditionnés en boites cylindriques métalliques, sont formulés en macro- et 

micronutriments pour répondre aux besoins spécifiques de certaines catégories de la population. 

Ils sont généralement h d at s à l’aide de lait pa  le o so ateu  au moment du repas. 
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 Mais actuellement, 70 % de la population mondiale est concernée par la baisse 

g ti ue e t p og a e de l’a ti it  de la la tase à l’âge adulte. Da s l’i testi  g le, ette 

e z e est espo sa le de l’h d ol se du la tose le p i ipal glu ide du lait  e  gala tose et 

glucose, qui sont ensuite absorbés. Mais chez les sujets présentant une baisse significative de 

l’a ti it  de la lactase (appelés intolérants au lactose), le lactose rejoint le côlon au niveau duquel 

il est fermenté par le microbiote commensal. Cette fermentation entraine principalement la 

productio  d’AGCC et de gaz pouvant mener à de sévères troubles digestifs. Pour bon nombre de 

consommateurs, la richesse en lactose des formulations industrielles peut donc être un réel frein à 

leu  o so atio . Le d eloppe e t d’u e solutio  pe etta t d’e a e  es t ou les est donc 

primordial. Habituellement, les produits industriels sans lactose (lait, yaourt, crème fraiche…  so t 

o te us pa  i u atio  d’u e β-galactosidase dans des conditions de température et de pH 

précises. Après hydrolyse plus ou moins avancée du lactose, cette dernière est inactivée par 

traitement thermique. Dans le cas des formulations industrielles étudiées, le produit sec 

commercialisé ne contient pas de lactose, seul le lait apporté par le consommateur lors de la 

h d atatio  e  o tie t. C’est e ui o stitue le el halle ge de e p ojet : le principal objectif 

consiste donc à formuler un produit sec répondant aux exigences de la grande majorité des 

i tol a ts au la tose ap s sa h d atatio  à l’aide de lait ½ . 

 D’aut e pa t, parmi les formulations industrielles distribuées, certaines remplacent 

l’i t g alit  de la atio  jou ali e : pou  le o so ateu , elles so t do  l’u i ue e teu  de 

nutriments. Or, il a déjà été largement mis en évidence que la digestibilité des micro- et 

a o ut i e ts d’u  ali e t ’ tait pas totale. Les glucides complexes (amidon) et les protéines 

de ces formulations industrielles, qui représentent respectivement environ 13 et 40 % de la totalité 

de la ration, ne font pas exception. Mais il existe tout de même une grande variabilité dans la 

digestibilité et donc, in fine, la iodispo i ilit  des diff e tes sou es de p ot i es et d’a ido . 

Pou  l’a ido , ela s’e pli ue ota e t pa  u e variabilité de la composition chimique des 

g a ules d’a ido  ratio amylose/amylopectine, présence ou non de composés li ita t l’a s des 

α-amylases sali ai es… , ai si ue pa  u e diff e e da s leu  st u tu e ph si ue o pa it , 

taille, fo e… . Pou  les p ot i es, la diff e e de digesti ilit  s’e pli ue p i ipale e t pa  la 

présence de facteurs antinutritionnels et par la structure de la protéine. Ainsi, le second objectif de 

e p ojet o siste à ett e e  ide e les sou es d’a ido  et de p ot i es id ales à la 

formulation des produits industriels. 
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3. Objectifs du projet et structure du manuscrit 

Le premier chapitre de e a us it s’atta he à d taille  le matériel et les méthodes utilisés 

tout au long de ce projet. Plus précisément, les caractéristiques de la formulation industrielle, ainsi 

que sa préparation, sont détaillées dans un premier temps. Les techniques de caractérisation 

physico-chimiques appliquées aux différents échantillons étudiés sont explicitées dans un second 

temps. Pa  la suite, les thodes p op es à l’ tude respective des β-galactosidases, des 

préparations amylacées et des préparations protéiques sont détaillées. 

Le second chapitre de ce manuscrit permet de répondre au principal objectif de ce projet : 

la fo ulatio  d’un produit répondant aux exigences de la population intolérante au lactose. La 

démarche suivie et les résultats obtenus sont par conséquent présentés. 

 Dans le premier paragraphe de ce chapitre, une étude bibliographique permettant de mieux 

cerner les causes et les a ifestatio s de l’i tol a e au la tose précède les travaux. Elle a 

notamment permis de mettre en évidence le seuil de tolérance au lactose de la majorité des sujets 

intolérants, ainsi que les différents moyens industriels actuellement employés pour lutter contre 

l’i tol a e au la tose. Cela a permis, in fine, de sélectionner le plus adapté à notre produit, à 

sa oi  le e ou s à u e β-galactosidase.  

 Dans un second paragraphe, une rapide étude bibliographique des caractéristiques des 

β-gala tosidases o e iales a pe is d’e  s le tio e  deu  pou  le este de l’ tude. Dans un 

second temps, les résultats de la caractérisation générale des β-galactosidases, ai si ue l’ tude de 

leur activité durant la réhydratation du produit et le transit gastro-intestinal sont présentés dans la 

partie « Résultats ». Dans cette même partie, l’i fluence de différents traitements thermiques en 

four à micro-o des su  l’a ti it  des deu  e z es sont détaillés. Une conclusion intermédiaire clôt 

ce second paragraphe. 

 Les deux enzymes nécessitant une protection contre le traitement thermique voire le 

passage gastrique, un troisième paragraphe développe cet aspect. Dans un premier temps, une 

étude bibliographique a permis de mettre en évidence le procédé optimal et les matrices idéales 

pour répondre à la problématique. Dans un second temps, le résultat de la caractérisation des 

particules obtenues et de l’ aluatio  de leu  protection est détaillé. Une brève conclusion referme 

ce troisième paragraphe. 
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 Enfin, une conclusion générale permet de faire le bilan sur les formulations industrielles 

développées et d’ou i  su  les pe spe ti es de ette pa tie de l’ tude. 

 Le second objectif de e p ojet o sistait à ett e e  ide e les sou es d’a ido  et de 

protéines permettant une digestibilité idéale des différentes formulations industrielles. La 

démarche suivie et les résultats obtenus sont présentés dans le troisième chapitre de ce manuscrit. 

 Le premier paragraphe de ce troisième hapit e se p opose d’e pose  la d a he et les 

sultats a a t pe is la s le tio  d’u e sou e d’a ido  adapt e au  différentes formulations. 

Dans un premier temps, une étude bibliographique permettant de cerner le processus de digestion 

de l’a ido  et les fa teu s le odula t est p opos e. Par la suite, les résultats quant à la source 

d’a ido  id ale pou  la fo ulatio  des p oduits sa s uisso , de p oduits a e  uisso  et de 

produit avec cuisson et refroidissement sont détaillés. Une conclusion permet de clore cette partie. 

 Le second paragraphe de ce chapitre est consacré à la sélection de la source protéique 

idéale et suit la même logique que le précédent paragraphe. Une étude bibliographique permettra 

de p se te  le a is e de digestio  des p ot i es hez l’ho e et de ett e e  ide ce les 

facteurs la modulant. Dans un second temps, les résultats expérimentaux seront présentés et suivis 

d’u e o lusio . 

 U e o lusio  g ale du hapit e pe et de fai e le ila  su  les sou es d’a ido  et de 

protéines sélectionnées. 

 Enfin, une conclusion générale du projet et ses perspectives clôtureront ce manuscrit. 
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1. Caractéristiques et préparation de la formulation industrielle 

 

La société finançant ce projet commercialise de nombreuses formulations sèches 

qui présentent des compositions et des méthodes de préparation variées. Ce 

paragraphe se propose donc de détailler la composition en macro- et micronutriments 

de la formulation retenue pour cette étude, ainsi que ses quatre différents modes de 

préparation. 
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1.1. Caractéristiques de la formulation industrielle 

 Une multitude de formulations sèches sont proposées par la société finançant ce projet : 

elles diffèrent largement dans leur composition (macro- et micronutriments, arômes, te tu a ts… , 

leur mode de préparation (durée, température de réhydratation…  et de uisso  du e, 

paramètres, t pe de uisso … . Cela pe et l’o te tio  d’u e g a de di e sit  de p oduits 

présentant des caractéristiques physico-chimiques, gustatives et nutritionnelles très différentes. 

Pour faciliter la démarche expérimentale, une formulation sèche de référence, exempte de 

te tu a ts, d’a ô es et do t la o positio  e  a o- et micronutriments est connue, sera utilisée 

tout au long de ce projet. Sa co positio , do e pa  l’i dust iel, figu e e  Tableau 1 

Tableau 1 : Composition en macro- et micronutriments de la formulation sèche de référence 

  Pour 100 g de poudre 

Valeur énergétique (kcal) 356 

Protéines (g) 38,8 

Glucides (g) 30,2 

- dont sucres (g) 5,0 

Lipides (g) 7,5 

Fibres alimentaires (g) 5,7 

Vitamines (g) 0,1 

Minéraux (g) 5,6 

 Cette formulation hypocalorique et hyperprotéinée sous forme de poudre (25 g) est par la 

suite réhydratée par le consommateur à l’aide de lait ½   ml). La composition du produit 

ainsi obtenu est donnée en Tableau 2. 

Tableau 2 : Composition en macro- et micronutriments de la formulation de référence après réhydratation 

 
g pour 25 g de 

poudre 
g pour 250 ml 

de lait ½ écrémé 
Par portion* (g) Par portion* (%) 

Protéines 9,7 9,8 19,5 40,5 

Glucides 7,6 11,4 19,0 39,5 

- dont sucres 1,3 11,4 12,8 26,6 

Lipides 1,9 3,9 5,8 12 

Fibres alimentaires 1,4 0,0 1,4 2,9 

Vitamines 0,03 0,005 0,035 0,1 

Minéraux 1,4 1,0 2,4 5 

* Soit 250 ml de lait ½ écrémé et 25 g de formulation sèche 
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 Après la réhydratation de la formulation et en fonction du type de produit attendu (boisson 

chaude, mousse, pancake, crêpe, soupe, uffi … , e de ie  peut e suite su i  des tapes de 

cuisson et/ou de refroidissement. Ainsi, les différents modes de préparation des produits 

pe ette t d’a outi  à quatre types de produits (Figure 1). 

 

 Figure 1 : Différents produits obtenus selon leur mode de préparation 

D’ap s la Figure 1, après sa réhydratation, le produit de type 1 est directement consommé. 

Ce t pe de p pa atio  pe et pa  e e ple l’o te tio  de ilk-shakes, de mousse ou encore de 

boissons froides. Le produit de type 2 est quant à lui placé, après réhydratation, à une température 

réfrigérée pour une durée qui varie généralement de 30 à 240 min. Il est ensuite consommé. Ce 

t pe de p pa atio  pe et ota e t l’o te tion de mousses, de puddings ou encore de crèmes 

dessert. Le produit de type 3 subit quant à lui un traitement thermique après sa réhydratation. Il 

peut s’agi  d’u e uisso  à la po le, au fou  t aditio el, ais plus g ale e t au fou  à 

micro-ondes. Après refroidissement à température de consommation (environ 50 °C), le produit 

est d gust  i diate e t. Ce t pe de p pa atio  et de uisso  a outisse t à l’o te tio  de 
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produits très divers : crêpes, moelleux au chocolat, boissons chaudes, muffins, pancakes, soupes, 

elout s… E fi , le de ie  t pe de p oduit est t ait  the i ue e t ap s h d atatio  puis 

ef oidi à u e te p atu e de  °C du a t  à  i . Ce t pe de t aite e t pe et l’o te tio  

de flans, de riz au lait ou encore de crèmes brûlées. 

1.2. Étapes de réhydratation et de refroidissement 

 Pou  le o so ateu , l’ tape de h d atatio  o siste à pla e  la poud e  g  da s u  

shake  et d’  ajoute   l de lait ½ . Le shake  est e suite agit  a uelle e t, du a t 

quelques secondes à température ambiante (20 °C environ). Le produit ainsi obtenu présente un 

pH de 7,0. La durée totale de cette étape (avant consommation) est raisonnablement comprise 

entre 30 s et 5 min. La durée moyenne est fixée à 3 min. 

 Le refroidissement du produit consiste à le placer, directement après réhydratation (produit 

de type 2) ou après réhydratation et traitement thermique (produit de type 4), à une température 

réfrigérée proche de 4 °C. La durée de cette étape est généralement comprise entre 30 et 240 min. 

1.3. Traitement thermique en four à micro-ondes 

 Les micro-ondes sont des ondes électromagnétiques ayant une fréquence comprise entre 

 MHz et  GHz. Pou  ite  le is ue d’i te f e e a e  la adio o u i atio  et les ada s, 

qui sont les principales utilisations des micro-ondes, les fréquences utilisables pour les fours à 

micro-ondes sont règlementées. La fréquence de 2450 MHz est principalement utilisée (Regier et 

Schubert, 2005). Les fours à micro-ondes, ménagers ou indust iels, so t o pos s d’u  g ateu  

ui t a sfo e l’ e gie le t i ue e  a o e e ts i o-ondes. Le générateur le plus habituel 

est u  ag t o , o stitu  d’u  tu e sous ide o te a t deu  le t odes e t e les uelles est 

appliquée une différence de potentiel élevée. Un aimant produit un champ magnétique continu et 

perpendiculaire au champ électrique appliqué par les deux électrodes. Contrairement à ceux 

utilisés en industrie, les magnétrons utilisés dans les fours ménagers ne permettent pas de faire 

varier la puissance émise. Les différents niveaux de puissance sont par conséquent obtenus en 

alternant des périodes à puissance maximale et à puissance nulle. Les magnétrons de 2450 MHz 

peuvent présenter une puissance comprise entre 600 et 6000 W. Un guide d’o des assu e e suite 

le t a sfe t de l’ e gie i o-o des du g ateu  e s l’e ei te d’appli atio . Il s’agit d’u  

o duit talli ue de se tio  e ta gulai e. L’e ei te d’appli atio , aussi appel e appli ateu , est 
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une cavité fermée qui assure le t a sfe t de l’ e gie i o-ondes vers le produit à traiter (Anizon 

et al., 2003 ; Perino et Chemat, 2015 ; Regier et Schubert, 2005) (Figure 2). 

 

Figure 2 : Rep se tatio  s h ati ue d’u  ag t o , adapté de Dean (2012) 

 Le mécanisme du chauffage par micro-ondes repose sur le fait que les molécules polaires 

possèdent des extrémités négatives et positives (dipôles). E  l’a se e de ha p le t i ue, les 

dipôles d’u  ilieu se t ou e t o ie t s de faço  al atoi e sous l’effet de l’agitatio  the i ue du 

ilieu. Sous l’a tio  d’u  ha p le t i ue alte atif, l’o ie tatio  de ha ue dipôle ha ge à 

chaque alternance du champ électrique. Dans un champ micro-o des, à f ue e le e, l’ e gie 

le t i ue est o e tie e  e gie i ti ue pa  la otatio  des dipôles. L’alig e e t des dipôles 

par rapport au champ électrique est contrarié par des liaisons hydrogène et des liaisons de van der 

Waals i te ol ulai es. Ces fo es, assi il es à des fo es de f otte e t, s’oppose t à la li e 

otatio  des ol ules et e t ai e t alo s u  d gage e t de haleu . La dissipatio  d’ e gie pa  

le produit peut être maximale si la fréquence du champ électrique est égale à la fréquence à 

la uelle appa aît u  d phasage e t e l’os illatio  du ha p le t i ue et elui des dipôles 

ph o e de ela atio . Da s e as, u e g a de pa tie des ol ules sou ise à l’a tio  du 

champ micro-ondes ne tourne pas avec le changement alternatif du champ, mais frissonne (Anizon 

et al., 2003 ; Perino et Chemat, 2015 ; Tang, 2005). 

 L’ uipement utilisé pour cette étude est un four micro-ondes de laboratoire Mars 6 (CEM 

Corporation, États-U is  d’u e f ue e de  MHz. Il poss de deu  ag t o s s ue tiels 

ui pe ette t de odule  la puissa e ise e  o ti u jus u’à u e aleu  de 0 W. Une sonde 
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de température infra- ouge pe et ua t à elle de sui e l’ olutio  de la te p atu e au œu  

de l’ ha tillo  du a t le t aite e t. Le traitement de référence préconisé aux consommateurs est 

de 2 min à 800 W. Les fours ménagers ne fonction a t u’e  « tout ou ie  », 5 différents cycles 

de traitement thermique alternant entre une puissance de 0 W et de 800 W sont étudiés. Ainsi, des 

cycles présentant une émission de micro-ondes durant 20, 40, 60, 80 et 100 % du temps de 

traitement ont été étudiés. 

 

Figure 3 : Différents cycles de traitement thermique étudiés 

 L’alte a e des les ON/OFF a t  d te i e e  sa ha t ue le fou  de la o atoi e 

pe et de alise  jus u’à i  tapes diff e tes du a t u  e t aite ent thermique. Les 
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détails sont donnés en Figure 3. Dans la suite du document, ces différents cycles de traitements 

thermiques seront abrégés en « 20 % », « 40 % », « 60 % », « 80 % » ou « 100 % ». 

1.4. Digestion 

Les modèles statiques monocompartimentés reproduisent, dans un unique réacteur, une 

phase gast i ue, e tuelle e t p d e d’u e tape de digestio  u ale et sui ie d’u e phase 

intestinale. Ces modèles ont notamment été utilisés pour mettre en évidence la digestibilité et la 

bio accessibilité de produits pharmaceutiques, de mycotoxines et de macronutriments tels que les 

protéines, les glucides et les lipides. Bien que ces modèles soient loin de reproduire la complexité 

des processus de digestion, ils sont particulièrement bien adaptés à des approches préliminaires de 

pré-évaluation. Le modèle sélectionné pour ce projet est issu d’u  o se sus i te atio al e t 

(Minekus et al., 2014). 

 Digestion gastrique 

La du e de l’ tape de digestio  gast i ue est fi e au te ps o e  de de i-vie dans 

l’esto a  d’u  ali e t se i solide et od e t ut itif, soit deu  heu es. Le pH est ua t à lui 

maintenu à une valeur considérée comme moyenne, à savoir 3. La composition de la solution saline 

utilisée pour simuler celle des sécrétions gastriques est donnée en Tableau 3. Il est d’ailleu s 

e o a d  d’utilise  u  olu e de solutio  saline gastrique (SSG) pour un volume de contenu 

oral (ou de produit alimentaire liquide). 

Tableau 3 : Composition des solutions salines gastriques et intestinales (modèle statique) 

Du fait de sa forte homologie (84 %) avec la pepsine humaine et de son faible coût, la 

pepsine porcine est un produit de choix pour les études in vitro. L’a ti it  e o a d e est de 

2000 unités (U) par millilitre de solution finale de digestion (soit 4000 U.ml-1 de sécrétion gastrique). 

L’a ti it  do e pa  le fou isseu  est d’ailleu s ifi e e  esu a t la li atio  de t osi e e  

p se e d’h oglo i e do es o  p se t es . 

 Concentration de la SSG (mmol.l-1) Concentration de la SSI (mmol.l-1) 

KCl 6,9 6,8 

KH2PO4 0,9 0,8 

NaHCO3 25 85 

NaCl 47,2 38,4 

MgCl2 (6H2O) 0,1 0,33 

(NH4)2CO3 0,5 - 
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 Digestion intestinale 

 Dans le cas de la digestion intestinale, le chyme (obtenu après digestion gastrique) est dilué 

au de i à l’aide de la solutio  saline intestinale (SSI) (Tableau 3). D’ap s des do es e t aites de 

la littérature, la digestion intestinale est simulée durant 2 h, tandis que le pH est maintenu constant 

à u e aleu  dia e de . Co e a t l’ajout des e zymes pancréatiques, deux options sont 

possibles : le e ou s à des e z es i di iduelles h ot psi e, t psi e, lipase, a lase…  ou à 

de la pancréatine. Le produit étudié étant composé de protéines, de lipides et de glucides, le 

recours à la pancréati e pa ait l’optio  la plus ad uate. La pa ati e d’o igi e po i e, ais e t 

disponible et contenant les e z es i dispe sa les, se a p i il gi e. L’a ti it  trypsique (principale 

activité enzymatique pa ati ue  de ette de i e est esu e à l’aide de la méthode au 

ρ-toluène-sulfonyl-L-arginine méthyl ester (TAME) (données non p se t es  et l’ ui ale t de 

100 U.ml-1 seront ajoutées au o te u de la phase i testi ale. L’ajout de l’e t ait de ile essite 

aupa a a t l’a al se de so  o te u e  a ides iliai es. Cette a al se est alis e à l’aide d’u  kit 

spécifique (Kit acides biliaires, DiagnosticSystems GmbH, Allemagne) (données non présentées). La 

quantité de bile ajoutée au SSI sera de 20 mmol.l-1, ce qui correspond à une concentration finale de 

10 mmol.l-1. 
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2. Caractérisation physico-chimique des échantillons 

 

Certaines méthodes de caractérisation physico-chimiques sont communes à 

l’ tude des ha tillo s des diff e ts hapit es β-galactosidases, amidons et protéines 

ota e t . Il s’agit principalement de méthodes classiques permettant de déterminer 

la composition chimique des échantillons (teneur en eau, en lipides, en glucides, en 

p ot i es…  et d’ tudie  leu s a a t isti ues ph si ues g a ulo t ie, 

o phologie… . 
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2.1. Caractérisation chimique des échantillons 

 A ti it  de l’eau 

 L’a ti it  de l’eau est esu e à l’aide d’u  aw-mètre Thermoconstanter TH200 (Novasina, 

Suisse . L’appa eillage poss de u e plage de esu e s’ te da t de ,  à ,  ± 0,01 sur une 

gamme de température comprise e t e  et  °C. Plus p is e t,  g d’ ha tillo  est i t oduit 

da s u e oupelle e  pol p op l e d pos e da s l’e ei te ta he de l’appa eil. L’eau li e 

hu idifie ou ass he l’ai  à l’i t ieu  de l’e ei te jus u’à e ue l’ uili e soit attei t. L’hu idit  

elati e est esu e à l’aide d’u  apteu  le t ol ti ue puis o e tie e  a ti it  de l’eau. 

L’ talo age de l’appa eil est effe tu  à l’aide de sels talo s d’hu idit s elati es ali es à , 

, , ,  et  % e  fo tio  de l’ ha tillon étudié. Trois répétitions sont effectuées. 

 Teneur en eau 

 La te eu  e  eau a t  d te i e pa  s hage à l’ tu e selo  la o e AOAC (1990). Après 

séchage à 105 °C et refroidissement dans un dessiccateur, la capsule et son couvercle sont pesés 

(m0). Par la suite, 5 g (± ,  g  d’ ha tillo  so t pes s puis t a s as s da s la apsule e  li ita t 

leu  e positio  à l’at osph e. Le ou e le est epla  et la asse de l’e se le est d te i e 

(m1 . La p ise d’essai est pa tie e  u e ou he i e uniforme sur le fond de la capsule. Cette 

de i e est pla e, ou e te, da s l’ tu e p hauff e à  °C ±  °C durant 5 h. La capsule est 

ensuite refermée et rapidement placée dans le dessiccateur durant 30 à 45 min pour 

refroidissement à température ambiante. Elle est ensuite pesée avec son couvercle (m2) dans les 

2 min suivant sa sortie du dessiccateur. Les pesées sont effectuées à 0,001 g près. Trois répétitions 

sont effectuées. L’hu idit  de l’ ha tillo , e p i e e  pou e tage en masse, est donnée par 

l’Équation 1 : 

Te eu  e  eau %  = 
--  ×  

Équation 1 : Calcul de la teneur en eau 

Avec m0 : la masse de la capsule vide et du couvercle séchés (g) 

m1 : la masse de la capsule, de la prise d'essai et du couvercle avant séchage (g) 

m2 : la masse de la capsule, de la prise d'essai et du couvercle après séchage (g) 
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 Teneur en cendres 

 La teneur en cendres a été déterminée selon la norme AOAC (1990). Après séchage à 105 °C 

et refroidissement dans un dessiccateur, le creuset est pesé (m0). Par la suite, 5 g (± 0,25 g) 

d’ ha tillo  so t pes s puis t a s as s da s le euset e  li ita t leu  e positio  à l’at osph e. 

La asse de l’e se le est d te i  1). Le creuset est ensuite placé da s l’ tu e à  °C ± 2 °C 

durant 24 h puis dans un four à moufle à 550 °C durant 6 h. Le creuset est ensuite rapidement placé 

dans le dessiccateur pour refroidissement à température ambiante. Il est ensuite pesé (m2) dans 

les 2 min suivant sa sortie du dessiccateur. Les pesées sont effectuées à 0,001 g près. Trois 

répétitions sont effectuées. La te eu  e  e d es de l’ ha tillo , e p i e e  pou e tage en 

asse, est do e pa  l’Équation 2 : 

Te eu  e  e d es % = 
--  ×  

Équation 2 : Calcul de la teneur en cendres 

Avec m0 : la masse du creuset vide (g) 

m1 : la masse du creuset et de la prise d'essai avant minéralisation (g) 

m2 : la masse du creuset et de la prise d'essai après minéralisation (g) 

 Teneur en protéines  

 Le dosage des protéines est réalisé par la méthode de Kjeldahl selon la norme AFNOR 

(1994). La prise d’essai est i alis e pa  l’a ide sulfu i ue o e t  e  p se e d’u  atal seu . 

L’a o iu  fo  est distill  pou  p odui e de l’a o ia , lui-même recueilli dans une solution 

d’a ide o i ue et tit  pa  u e solutio  d’a ide sulfu i ue.  

Plus précisément, 1 g d’ ha tillo ,  l d’a ide sulfu i ue o e t  et u e pi e de 

catalyseur (Na2S2O8/CuSO4) (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) sont introduits dans un 

matras. Ce dernier est maintenu durant 2 h à 400 °C grâce à une rampe électrique (étape de 

i alisatio . Au sei  de l’appa eil à distille  se i-automatique Gerhardt (Vapodest 4S, France), 

le o te u du at as est e suite additio  d’u e solutio  d’h d o de de sodiu  à  ol.l-1. 

L’a o ia  d gag  se o i e à la apeu  d’eau pou  fo e  de l’h d o de d’a o iu . 

Celui- i, e t ai  pa  la apeu , se o de se da s le f ig a t a a t d’ t e e ueilli da s u e 

solutio  d’a ide o i ue o te a t u  i di ateu  olo  e t de o o sol et ouge de th le 

(3 %)) (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, F a e . Le o ate d’a o iu  ai si fo  est 
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déplacé par un acide fort (H2SO4 à une concentration de 0,005 mol.l-1) via un dosage 

semi-automatique. Un essai à blanc (sans échantillon) est effectué dans les mêmes conditions. Trois 

répétitions sont effectuées. Le pou e tage d’azote da s la ati e s he est d duit de l’Équation 

3 : 

Te eu  e  azote g pou   g  = V -V  × ,  × 
 ×  

Équation 3 : Calcul de la teneur en protéines 

Avec V1 : le volume d’H2SO4 (0,005 mol.l-1) e s  pou  l’ ha tillo  (ml) 

V0 : le volume d’H2SO4 (0,005 mol.l-1) versé pour le blanc (ml) 

m : la masse de la p ise d’essai (g) 

 Teneur en lipides 

 La teneur en lipides a été déterminée selon la méthode de Folch et al. (1957). Il s’agit d’u e 

thode d’e t a tio  à f oid sta da dis e, as e su  l’utilisatio  du hlo ofo e et du tha ol. 

Trois répétitions sont effectuées. Expérimentalement, 50 g d’ ha tillo  (m1) sont placés dans un 

ballon préalablement pesé (m0). Le ballon o te a t l’ ha tillo  est additio  de 200 ml d’u  

mélange chloroforme/méthanol (2 : 1) puis mis sous agitation sous azote pendant 20 min. La 

solution ainsi obtenue est alors filtrée sous vide. Après lavage du filtre avec 200 ml du mélange 

chloroforme/m tha ol, le sol a t est li i  à l’aide d’u  apo ateu  sous ide à  °C. Le ballon 

est de nouveau pesé (m2) et la teneur en lipides est calculée selon l’Équation 4 : 

Te eu  e  lipides %  = -
 ×  

Équation 4 : Calcul de la teneur en lipides 

Avec m0 : la masse du ballon vide (g)  

m1 : la masse de la prise d'essai (g) 

m2 : la masse du ballon contenant les lipides (g) 

 Teneur en glucides 

2.1.6.1. Teneur en glucides totaux 

 La teneur en glucides totaux est calculée par différence avec les autres constituants 

précédemment cités (eau, minéraux, protéines et lipides). 
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2.1.6.2. Teneur en amidon 

Le dosage de l’a ido  a t  alis  à l’aide du kit K-TSTA (Megazyme International, Irlande). 

U e α-a lase the osta le est i u e à  °C du a t  i  e  p se e de l’a ido  à dose . 

Elle pe et l’o te tio  de altode t i es solu les a h es et o  a h es. 

 

Une amyloglucosidase hydrolyse par la suite quantitativement les maltodextrines en D-glucose. 

Cette réaction se déroule à 50 °C durant 30 min. 

 

Le D-glucose ainsi obtenu est ensuite oxydé en D-gluconate, ce qui permet la libération de peroxyde 

d’h d og e. 

 

E fi , le pe o de d’h d og e ai si o te u est o e ti e  u  o ple e olo  à l’aide d’u e 

peroxydase. Ces deux dernières étapes se déroulent simultanément à 50 °C durant 20 min. 

 

Le complexe coloré est ensuite quantifié par spectrophotométrie. 

2.1.6.3. Teneur en amylose/amylopectine 

Le dosage de la teneur en a lose et e  a lope ti e a t  alis  à l’aide du kit K-AMYL 

Megaz e I te atio al, I la de . Les ha tillo s d’a ido  so t o pl te e t dispe s s pa  

t aite e t the i ue da s du di th lsulfo de. L’a lope ti e est pa  la suite sp ifi ue e t 

précipitée par addition de concanavaline A. Cette lectine, dans des conditions spécifiques de pH, 

de température et de force ionique, se complexe aux polyosides ramifiés et forme un précipité. 

L’ ha tillo  est alo s e t ifug  et le ulot li i . L’a lose, contenue dans le surnageant, est 

h d ol s e e z ati ue e t e  glu ose pa  u e a loglu osidase et u e α-amylase. Le glucose 

est e suite dos  i di e te e t ia l’utilisatio  d’u e glu ose-o dase et d’u e pe o dase. 

Parallèlement à cela, la teneur totale e  glu ose de l’ ha tillo  de d pa t est d te i e de la 

même façon. Par différence, la teneur en amylose et en amylopectine est déterminée. 

Amidon + H2O Maltodextrines
α-amylase

Maltodextrines D-glucose
Amyloglucosidase

D-glucose + O2 + H2O D-gluconate + H2O2

Glucose oxydase

2 H2O + acide ρ-hydroxybenzoïque + 4-aminoantipyrine Quinonéimine + 4 H2O
Peroxydase
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2.1.6.4. Teneur en amidon résistant 

 Le dosage de la te eu  e  a ido  sista t a t  alis  à l’aide du kit K-RSTAR (Megazyme 

International, Irlande). Les échantillons sont incubés à 37 °C sous agitation durant 16 h en présence 

d’u e α-a lase et d’u e a loglu osidase. Du a t ette i u atio , l’a ido  o  sista t est 

solubilisé et hydrolysé en D-glu ose pa  l’a tio  simultanée des deux enzymes. La réaction est 

stopp e pa  l’additio  d’ tha ol et, ap s e t ifugatio , l’a ido  sista t est up  da s le 

culot. La teneur en D-glu ose du su agea t est esu e i di e te e t à l’aide d’u e 

glucose-o dase et d’u e peroxydase. Le culot obtenu précédemment est ensuite dissous dans du 

KOH 2 mol.l-1 sous agitatio  igou euse da s u  ai  de gla e. La solutio  est eut alis e à l’aide 

d’u  ta po  a tate et l’a ido  est ua titati e e t h d ol s  e  glu ose pa  u e 

amyloglucosidase. Le D-glucose contenu dans cet échantillon est ainsi quantifié de la même façon 

que précédemment. En tenant compte de la concentration en D-glucose du surnageant, la teneur 

en amidon résistant peut ensuite être calculée. 

2.2. Caractérisation physique des échantillons 

 Analyse granulométrique 

 La distribution de taille des particules est déterminée par diffusion statique de la lumière 

grâce à un granulomètre Mastersizer 3000 (Malvern Instruments Limited, Works, UK). La diffraction 

laser mesure les distributions granulométriques des particules en mesurant la variation angulaire 

de l'intensité de lumière diffusée lorsqu'un faisceau laser traverse un échantillon de particules 

dispersées. Les grosses particules diffusent la lumière à de petits angles par rapport au faisceau 

laser et les petites particules diffusent la lumière à des angles supérieurs. Grâce à la théorie de Mie, 

les données relatives à l'intensité diffusée en fonction de l'angle sont analysées pour calculer la 

taille des particules qui ont créé l'image de diffraction. 

 L’appa eil est uip  d’u  lase  de t pe He/Ne d’u e puissa e de  W et op a t à u e 

lo gueu  d’o de de ,  . Un module de dispersion spécifique aux poudres est utilisé : il s’agit 

du module « Aero S ». La taille des particules détectées par ce système est comprise entre 0,1 à 

3500 µm. Au moins trois répétitions sont réalisées. 
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 Analyse granulo-morphométrique 

Les échantillons ont été analysés grâce au granulo-morphomètre (Qicpic, Sympatec Inc., 

Clausthal-Zellerfeld, Allemagne) équipé du module de dispersion Lixell et du logiciel Windox 5.0 

(Sympatec Inc., Clausthal-Zellerfeld, Allemagne). Trois répétitions sont effectuées. L’appa eil utilise 

l’a al se d’i ages d a i ue pou  d te i e  la taille et la fo e des pa ti ules (Köhler et al., 

2008). Afi  d’ ite  le go fle e t des g a ules, les esu es o t t  alis es da s de l’ tha ol. 

 À pa ti  d’u e pa ti ule D o ple e, l’a al seu  d’i age fou it u e i age D ui pe et 

ensuite le calcul de pa a t es de taille et de fo e. Pou  ela, le dia t e d’u  e le 

o espo da t à la e su fa e ue l’i age D de la pa ti ule est al ul . Ce dia t e est appel  

« Circle of Equal Projection Area ». Mais à lui seul, il ne permet pas de comparer efficacement des 

particules entre elles. À partir de ce diamètre, la sphéricité peut donc être déterminée : il s’agit du 

rapport du périmètre équivalent du cercle sur le périmètre réel. La valeur de la sphéricité varie 

entre 0 et 1 : plus la valeur est faible, plus la particule présente une forme irrégulière (Figure 4). La 

o e it  est aussi u  pa a t e i po ta t puis u’elle ep se te la o pa it  de la pa ti ule 

(Figure 4). 

 

Figure 4 : Variation des paramètres de sphéricité et de convexité en fonction de la véritable morphologie des 

particules 
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 Th o i ue e t, la o e it  peut a oi  u e aleu  a i ale de  s’il ’e iste aucune région 

concave. Toutefois, en raison de la conception du détecteur (pixels carrés), toutes les particules 

semblent présenter une petite région concave. Par conséquent, le maximum de convexité mesurée 

sera limité à 0,99. 

 Microscopie électronique à balayage (MEB) 

E  i os opie le t o i ue à ala age, l’i age est fo e e  ala a t u  fais eau 

d’ le t o s a l  pa  u e te sio  elati e e t fai le <  à  kV  et fo alis  su  la su fa e de 

l’ ha tillo . Les le t o s t odiffus s et/ou se o dai es sont alors recueillis en synchronisant la 

détection du balayage du faisceau incident. Une image de surface est ainsi obtenue. 

Une partie des observations a été réalisée au Service Commun de Microscopie de la Faculté 

des Sciences et Technologies de l’U i e sité de Lo ai e Va dœu e-lès-Nancy). Les poudres à 

a al se  so t fi es su  u  u a  adh sif dou le fa e o t  su  u  suppo t. U e ou he d’u  

mélange or/palladium est déposée à la surface des particules. Cette préparation permet de rendre 

l’ ha tillo  conducteur. Les mesures sont réalisées sous vide secondaire (environ 10-5 torr) par 

rétrodiffusion des électrons secondaires avec un microscope électronique à balayage (Cambridge 

Stereoscan S240). 

La seconde partie des observations a été réalisée à l’U i ersité du Queensland (Brisbane, 

Australie). U e ou he d’i idiu  est déposée à la surface des particules (Q150T Turbo-Pumped 

Sputter Coater, ProSciTech Pty Ltd, Queensland, Australie). Les mesures sont réalisées sous vide 

secondaire (environ 10-5 torr) par rétrodiffusion des électrons secondaires avec un microscope 

électronique à balayage JEOL JSM-7100F à canon à effet de champ (Schottky) (JEOL Ltd., Tokyo, 

Japon). 
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3. Méthodes propres à l’ tude des β-galactosidases 

 

L’ tude des β-galactosidases implique le re ou s à des thodes d’a al se 

spécifiques. Ainsi, ce paragraphe se propose de détailler les méthodes permettant de 

mesurer leur activité, ainsi que les paramètres choisis pour étudier leur action dans des 

conditions proches de celle de la vie du produit industriel (réhydratation, 

refroidissement et digestion gastro-intestinale). Dans le même temps, le matériel et la 

thodologie a a t pe is d’ tudie  l’i flue e du t aite e t the i ue su  l’a ti it  

de ces enzymes sont détaillés. Enfin, la méthode ayant permis de les enrober est 

explicitée.  
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3.1. Matériel 

 U e β-galactosidases sécrétée par la moisissure Aspergillus oryzae (abrégé « enzyme AO » 

dans la suite du document) et une seconde sécrétée par la levure Kluyveromyces lactis (abrégé 

« enzyme KL » dans la suite du document) sont étudiées durant ce projet. L’e z e AO est 

commercialisée par Amano Enzyme Inc. sous le nom commercial de « Lactase DS ». Cette 

préparation enzymatique se présente sous forme pulvérulente. Le lot étudié possède une activité 

déclarée par le fournisseur supérieure à 80000 unités par gramme. L’e z e KL est ua t à elle 

commercialisée par Novozymes sous le nom commercial « Lactozym® Pure ». Le lot étudié possède 

une activité déclarée supérieure à 2600 unités par gramme et la préparation enzymatique se 

présente sous forme liquide. 

3.2. Mesu e di e te et i di e te de l’a ti it  e z ati ue 

 Mesure directe par la méthode ONPG 

 L’a ti it  e z ati ue des β-galactosidases est mesurée selon la norme du Food Chemical 

Codex (United States Pharmacopeial Convention, 2014). Out e le la tose, les β-galactosidases ont 

la apa it  d’h d ol se  u  e tai  o e de substrats, dont 

l’o tho-nitrophenyl-β-D-galactopyranoside (ONPG). Cette hydrolyse engendre la libération de 

gala tose et d’u  o ple e olo , l’o tho-nitrophénol, facilement quantifiable par 

spectrophotométrie à 420 nm. Il existe un protocole expérimental disti t pou  les β-galactosidases 

neutres et acides. Trois répétitions sont effectuées. 

 Ai si, u  i i u  de  g d’e z e KL est dissous da s u e solutio  ta po  ota e t 

composée de MgSO4, EDTA, KH2PO4 et K2HPO4) à pH 6,5 de façon à obtenir une solution présentant 

une activité comprise entre 0,027 et 0,095 unité de lactase neutre (NLU) par millilitre. Une fraction 

de cette solution (1 ml) est placée dans un tube en verre et équilibrée à 30,0 °C ± 0,1 °C durant 5 à 

 i . Au te ps z o,  l d’u e solutio  d’ONPG su st at de a tio  préalablement équilibrée 

à la te p atu e d’i u atio  sont ajoutés. Au bout de 10 min, la réaction est stoppée par ajout de 

 l d’u e solutio  de a o ate de sodiu . L’a so a e de la solutio  est esu e à   

o t e u  la  p pa  de la e a i e ue l’ ha tillo  ais e  i e sa t l’o d e d’ajout 

du substrat ONPG et la solution de carbonate de sodium). Grâce à une gamme étalon en 

2-nytrophénol, l’a ti it  de l’e z e KL est d te i e. 
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 L’e z e AO est ua t à elle dilu e da s de l’eau de faço  à o te i  u e solutio  a a t u e 

activité comprise entre 0,15 et 0,65 unité de lactase acide (ALU) par millilitre. Une fraction (2 ml) 

d’u e solutio  de su st at o pos e d’ONPG dissous da s u e solutio  ta po  d’a tate  est 

pla e da s u  ai  d’eau à ,  °C ± ,  °C du a t  i . Au te ps z o, ,  l de la solutio  

d’e z e AO  est ajout e. Au out de  i , la a tio  est stopp e pa  ajout de ,  l d’u e 

solutio  de a o ate de sodiu . L’ ha tillo  est e suite dilu  da s  l d’eau, puis so  

absorbance est mesurée à 420 nm. De la même façon que précédemment, grâce à une gamme 

étalon en 2-nytrophénol, l’a ti it  de l’e z e AO est d te i e. 

 Mesure indirecte par quantification du lactose (CLHP) 

 Le dosage de l’a ti it  d’u e β-galactosidase contenue dans les échantillons complexes (lait 

pa  e e ple  est diffi ile pa  la thode p de e t d ite. Cela essite l’e t a tio  de 

l’e z e pa  des o e s « doux », permettant de conserver sa structure et son activité. De plus, 

le lactose étant le substrat naturel des β-gala tosidases, l’ tude et le sui i de so  h d ol se so t 

indispensables. La quantification du lactose a par conséquent été mise au point. 

3.2.2.1. Choix de la méthode de quantification 

 Un certain nombre de techniques permettant la quantification du lactose dans les produits 

laitiers sont développées depuis de nombreuses années. Les méthodes traditionnelles 

(gravimétriques, polarimétriques et colorimétriques) permettent rarement la séparation des 

diff e ts glu ides p se ts da s le p oduit et essite t g ale e t l’ li i atio  p ala le des 

protéines et de la matière grasse, ce qui les rend chronophages.  

 De nouvelles méthodes, plus rapides et sélectives, ont par conséquent été développées 

(Corzo et al., 2009). Le lactose, tout comme la matière grasse et les protéines du lait, peuvent être 

quantifiés par spectroscopie infrarouge. Pour le lactose, cette méthode de quantification est basée 

sur le rayonnement infrarouge absorbé par ses groupements hydroxyles (Lynch et al., 2006). Le 

lactose peut aussi être quantifié par une méthode enzymatique, qui consiste à hydrolyser le lactose 

en glucose et en galactose grâce à une β-galactosidase, puis à quantifier indirectement le glucose, 

en ayant recours à une glucose-oxydase ou à une glucose-6-phosphate déshydrogénase, ou le 

gala tose, e  a a t e ou s à u e β-galactose déshydrogénase (Fox et al., 2015). Pour notre 

application, au fur et à mesure de la réaction, le lactose est hydrolysé en glucose et galactose. Ces 

deux techniques, non spécifiques au lactose, ne peuvent par conséquent pas être utilisées.  
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 La quantification simultanée des différents glucides présents dans des produits laitiers peut 

être réalisée par un nombre considérable de méthodes chromatographiques. Depuis son 

i t odu tio , la h o atog aphie e  phase gazeuse a t  la ge e t utilis e pou  l’a al se des 

glucides du lait. Cette technique est rapide, facile à automatiser et modérément coûteuse. 

Cependant, les glucides doivent être convertis en dérivés volatils avant analyse (Rojas-Escudero et 

al., 2004), ce qui la rend fastidieuse.  

 La h o atog aphie li uide à haute pe fo a e CLHP  est l’u e des te h i ues les plus 

utilisées pour la séparation des glucides alimentaires. Elle est particulièrement rapide et la 

préparation des échantillons est simple. Il est en effet possi le d’i je te  l’ ha tillo  sa s 

d i atisatio  et d’o te i  u  h o atog a e à haute solutio  e  u  ou s laps de te ps 

(Folkes et Crane, 1982). La CLHP permet la détection directe des glucides éta t do  u’ils 

peu e t a so e  da s le do ai e des fai les lo gueu s d’o des ult a-violet). Mais une détection 

i f ieu e à   essite l’utilisatio  de a tifs oûteu , et p se te u e fai le se si ilit  et 

sélectivité. Le détecteur le plus couramment utilisé pour la détection des glucides après séparation 

par CLHP est le détecteur à indice de réfraction. Mais la réponse de ce détecteur est très pauvre, 

o  sp ifi ue et l’ lutio  des glu ides doit t e alis e e  gi e iso ati ue. U  effo t 

considérable a par conséquent été mené pour développer des détecteurs avec une meilleure 

sensibilité et spécificité. Les détecteurs électrochimiques ou évaporatifs à diffusion de lumière 

(DEDL) en font partie (Wei et Ding, 2000). 

3.2.2.2. Préparation des échantillons 

 Bien que la technique de CLHP ne nécessite pas de dérivatisation des échantillons, ceux 

contenant une importante quantité de protéines doivent au préalable subir une précipitation de 

façon à ne pas endommager la colonne. Pour les échantillons « simples », o pos s d’u e solutio  

tampon contenant du lactose et/ou du glucose et du galactose, seule une filtration à travers un 

filtre de 0,22 µm est réalisée avant injection. Pour les échantillons « complexes » (composés de 

lait ½ écrémé, voire du produit h d at  l’ajout d’u e ua tit  do e d’a ide t i hlo oa ti ue 

TCA , sui i d’u e e t ifugatio  et d’u e filt atio  so t essai es. L’i flue e de la o e t atio  

en TCA, ai si ue la itesse et la te p atu e de e t ifugatio  su  l’e t a tio  du lactose ont été 

tudi es do es o  p se t es . Ai si, u  olu e do  d’u e solutio  de TCA à  % (m/v) est 

ajout  au e olu e d’ ha tillo . Ce de ie  est e suite e t ifug  à  tou s pa  i ute 

durant 10 min et le culot (comprenant les protéines précipitées) est éliminé. Le surnageant est alors 

filtré à travers un filtre de 0,22 µm puis injecté. 
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3.2.2.3. Conditions expérimentales 

 Les molécules polaires, dont font partie les glucides, sont généralement difficiles à analyser 

en CLHP : elles présentent une faible solubilité dans les solvants (apolaires ou très peu polaires) 

utilisés en chromatographie de partage à polarité de phase normale et ne sont pas retenues sur les 

colonnes classiques (apolaires) de chromatographie de partage à polarité de phase inversée. La 

chromatographie liquide à interaction hydrophile (HILIC) est devenue une approche alternative de 

plus en plus utilisée pour séparer efficacement les composés polaires. La chromatographie HILIC 

est caractérisée par une phase stationnaire hydrophile (silice vierge ou silice greffée avec un 

g oupe e t fo tio el polai e tel u’a i e, a ide ou diol  si ilai e à elle utilis e e  

h o atog aphie à pola it  de phase o ale. La phase o ile est o pos e d’u  la ge 

hydro-organique proche du mélange utilisé en chromatographie à polarité de phase inversée : de 

60 à 95 % de sol a t ap oti ue g ale e t de l’a to it ile  et de  à  % d’eau ou de ta po  

aqueux. Le mécanisme de séparation est basé sur la distribution différentielle des molécules de 

soluté injecté entre la phase mobile riche en acétonitrile et une couche riche en eau, adsorbée à la 

surface de la phase stationnaire hydrophile (Buszewski et Noga, 2012 ; Guillarme, 2014) (Figure 5). 

 

Figure 5 : Principe de la chromatographie HILIC, adapté de Buszewski et Noga (2012) 

 La phase stationnaire utilisée est une colonne YMC-Pack polyamine II (250 x 4,6 mm, 5 µm, 

12 nm) (ImChem, France) équipée d’u e p -colonne YMC polyamine II (10 x 4,0 mm, 5 µm, 12 nm) 
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I he , F a e . La fo tio alisatio  de la olo e a t  o te ue pa  g effage d’u e ou he 

polymérique contenant des amines secondaires et tertiaires. Ces groupements, faiblement 

nucléophiles, limitent la formation de bases de Schiff largement observée sur les silices aminées 

classiques. Cette colonne présente par ailleurs une sélectivité très élevée pour les oses et les 

diholosides (Claude et Jardy, 1994). Le chromatographe utilisé est un Surveyvor (Thermo Electron 

Corporation). L’ lutio  est iso ati ue, a e  u e phase o ile o stitu e d’u  la ge d’eau 

ultra-pu e d gaz e  %  et d’a to it ile  %  po p e à u  d it de  l. i -1. Le volume 

d’ ha tillo  i je t  est de  µl. Le d te teu  utilis  est u  DEDL ELSD-LTII (Shimadzu, Kyoto, 

Japon). Le principe de fon tio e e t d’u  DEDL est le sui a t : le mélange de phase mobile et 

d’ ha tillo  est ulis  p odu tio  d’u e u e ho og e), la phase mobile est ensuite 

évaporée et les particules pénètrent une cellule incluant une source lumineuse. Les particules 

déviant la lumière selo  leu  taille, l’i te sit  de la lu i e dispe s e est do  di e te e t 

proportionnelle à la masse du composé élué. La température de nébulisation est fixée à 35 °C et la 

te p atu e d’ apo atio  est fi e à  °C. La du e d’a al se est fixée à 30 min et la colonne est 

maintenue à 30 °C. Une courbe de calibration en α-lactose monohydrate (Sigma-Aldrich, France) 

ep se ta t l’ai e du pi  e  fo tio  de la concentration (de 0,5 à 5 g.l-1) est réalisée avant chaque 

analyse. Trois répétitions sont effectuées. 

3.3. Caractérisation enzymatique 

 Détermination de la température optimale 

 L’a ti it  e z ati ue des β-galactosidases dépend principalement de la température, du 

pH et de la composition ionique du milieu dans lequel elles évolue t. Pou  tudie  l’i flue e de la 

te p atu e su  l’a ti it  des deu  β-galactosidases sélectionnées, les deux autres paramètres, 

tout o e la o e t atio  e  su st at et la ua tit  d’e z e ajout e, sont maintenus 

constants.  

Le pH est maintenu à la aleu  opti ale do e pa  le fou isseu  pH  pou  l’e z e KL 

et pH  pou  l’e z e AO), tandis que la composition ionique du milieu simule celle du lait de vache. 

Un tel milieu, nommé « simulated milk ultra-filtrate » (SMUF), a été décrit par Jenness et Koops 

(1962). Sa composition est donnée en Tableau 4.  

Ai si, u e solutio  SMUF est p pa e à l’aide de a tifs fou is pa  Sig a-Aldrich. Cette 

solution est enrichie en lactose (48 g.l-1) puis ajust e à u  pH de  ou de  à l’aide de solutio s de 

NaOH ou de HCl à une concentration de 1 mol.l-1. Durant 10 min, 10 ml de cette solution sont mis 
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à i u e  e  ai  d’eau à diff e tes te p atu es  ;  ;  ;  ;  ;  ;  ou  °C pou  

l’e z e KL et  ;  ;  ;  ;  ;  ;  ou  °C pou  l’e z e AO) en présence de 180 NLU 

ou ALU. La ua tit  d’e z e ajout e o espo d à elle p o is e pa  l’EFSA  NLU ou ALU 

par produit contenant du lactose), soit dans notre cas, 4500 NLU ou ALU pour 250 ml de produit. 

La a tio  e z ati ue est stopp e pa  ajout de ,  l de TCA  % /  à ,  l d’ ha tillo . 

La concentration en lactose des différents échantillons est mesurée par CLHP. Cette expérience est 

réalisée en triple pour chaque température et chacune des deux enzymes. Les valeurs présentées 

correspondent aux moyennes des trois essais et sont exprimées en activité relative. 

Tableau 4 : Composition de la solution SMUF selon Jenness et Koops (1962) 

 Concentration (mmol.l-1) 

KH2PO4 11,61 

K3 citrate 3,70 

Na3 citrate 2H2O 6,09 

K2SO4 1,03 

K2CO3 2,17 

KCl 8,05 

CaCl2 2H2O 8,98 

MgCl2 6H2O 3,21 

 Détermination du pH optimal 

 L’i flue e du pH su  l’a ti it  des deu  e z es s le tio es a t  tudi e à la 

température optimale donnée par le fournisseur (45 °C pou  l’e z e KL et  °C pou  l’e z e 

AO) en solution SMUF. Ainsi, une solution SMUF à laquelle sont rajoutés 48 g de lactose par litre 

est préparée. Des aliquotes de 10 ml sont ensuite ajustées aux différents pH étudiés (3 ; 4 ; 4,5 ; 5 

; 5,5 ; 6 ; 7 ou  pou  l’e z e AO et 4 ; 5 ; 5,5 ; 6 ; 6,5 ; 7 ou 8 pou  l’e z e KL) puis incubées à 

45 °C (enzyme KL) ou 60 °C (enz e AO  e  ai  d’eau e  p se e de  NLU ou ALU. La a tio  

e z ati ue est stopp e pa  ajout de ,  l de TCA  % /  à ,  l d’ ha tillo . La 

concentration en lactose des différents échantillons est mesurée par CLHP. Cette expérience est 

réalisée en triple pour chaque pH et chacune des deux enzymes. Les valeurs présentées 

correspondent aux moyennes des trois essais et sont exprimées en activité relative. 

 Détermination des paramètres cinétiques (Km, Vmax) 

 Expérimentalement, pour déterminer la constante de Michaelis (Km) et la vitesse initiale 

maximale de la réaction (Vmax) d’u e e z e, il o ie t de fai e a ie  la o e t atio  e  su st at, 
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tout e  ai te a t les aut es pa a t es te p atu e, pH, fo e io i ue…  o sta ts. 

Idéalement, les concentrations en substrat étudiées doivent être comprises entre 0,2 et 10 fois le 

Km. Dans la littérature, le Km de l’e z e AO pour le lactose est généralement compris entre 0,04 

et 0,2 mol.l-1 (Friend et Shahani, 1982 ; Huffman et Harper, 1985 ; Park et al., 1979 ; Shukla et 

Chaplin, 1993), ta dis ue elui de l’e z e KL est o p is e t e ,  mol.l-1 et 0,18 mol.l-1 (Dickson 

et al., 1979 ; Zhou et al., 2003). 

Les concentrations en lactose étudiées pour les enzymes KL et AO sont respectivement de 

0,004 ; 0,008 ; 0,03 ; 0,05 ; 0,1 ; 0,2 mol.l-1 et de 0,02 ; 0,04 ; 0,06 ; 0,08 ; 0,1 ; 0,3 mol.l-1. Les 

cinétiques ont été réalisées à la température et au pH optimal de chacune des deux enzymes (pH 7 

et  °C pou  l’e z e KL et à pH ,  et  °C pou  l’e z e AO), en solution SMUF. La quantité 

d’e z e ajout e est de  NLU ou ALU pa  illilit e. 

Plus précisément, 10 ml de solution SMUF (composition donnée en Tableau 4) contenant 

une des concentrations de lactose à étudier sont placés dans un bain-marie régulé à la température 

optimale de l’e z e tudi e. L’e z e  NLU ou ALU  est ajout e au te ps , et des 

prélèvements sont réalisés au bout de 10, 20, 30, 45, 60, 90 et 120 s. Ces prélèvements (0,5 ml) 

sont immédiatement additionnés de 0,5 l de TCA à  % pou  stoppe  la a tio  d’h drolyse 

enzymatique. Ils sont ensuite filtrés à travers un filtre de 0,22 µm puis analysés par CLHP. La 

concentration en lactose présente dans le milieu a été déterminée, et la concentration en glucose 

a ainsi pu être déduite. Cette expérience a été réalisée en triple pour chaque concentration en 

substrat et pour chacune des deux enzymes. 

 Les pa a t es i ti ues so t d te i s e  faisa t l’h poth se ue les e z es so t 

Mi haelie es, et u’elles sui e t do  la loi : 

V= V a  × S
K  + S  

Équation 5 : Calcul de la vitesse initiale de réaction 

 Avec  V : la vitesse initiale (mol.l-1.s-1) 

  Vmax : la vitesse maximale (mol.l-1.s-1) 

  S : la concentration en substrat (mol.l-1) 

  Km : la constante apparente de Michaelis-Menten (mol.l-1) 

Les cinétiques réalisées ont permis de déterminer la vitesse initiale de la réaction pour chacune des 

o e t atio s e  su st at. L’i e se des itesses i itiales e p i  e  fo tio  de l’i e se des 
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concentrations en substrat (représentation de Lineweaver et Burk) permet de déterminer, par une 

fonction affine optimisée par la méthode des moindres carrés, les valeurs de Km (y = 0) et de Vmax 

(x = 0). Ces valeurs permettent ensuite de calculer les vitesses théoriques et de les comparer aux 

vitesses obtenues expérimentalement. 

3.4. Étude de l’h d ol se du la tose du a t l’ tape de h d atatio  et de 

refroidissement 

 Étude de l’a tio  de l’e z e e  solutio  SMUF 

 Une solution SMUF (composition donnée en Tableau 4) contenant 48 g de lactose par litre 

est p pa e. Cette solutio  est ajust e à u  pH de  pa  ajout d’u e solutio  de NaOH ou de HCl à 

une concentration de 1 mol.l-1 et  l so t pla s da s u  ai  d’eau ai te u à  °C (pour 

l’ tape de h d atatio  ou da s u e ha e f oide ai te ue à  °C pou  l’ tape de 

refroidissement). L’e z e  NLU ou ALU  est ajout e au te ps  et u  p l e e t est alis  

au bout de 1, 2, 3, 4 et 5 min de réaction pou  la si ulatio  de l’ tape de h d atatio , et au out 

de , , , , , , ,  i  de a tio  lo s de la si ulatio  de l’ tape de 

refroidissement. Chaque prélèvement (0,5 ml) est immédiatement placé dans ,  l d’u e solutio  

de TCA 20 % (m/v) de façon à stopper la réaction enzymatique. La concentration en lactose 

contenue dans chacun des échantillons est ensuite mesurée par CLHP. Trois répétitions sont 

réalisées pour chacune des deux enzymes étudiées. 

 Étude de l’a tio  de l’e z e da s le p oduit h d at  

 Une masse de 20 g de formulation sèche est placée dans un shaker. Un volume de 200 ml 

de lait ½ écrémé (GrandLait, Candia) y est ajouté et le mélange est agité durant 10 s. Lors de la 

si ulatio  de l’étape de réhydratation, diff e tes ua tit s d’e z e KL so t ensuite ajoutées au 

mélange : 10400 ; 16000 ; 20000 ; 24000 ou 32000 NLU. L’e z e AO est ua t à elle ajout e à 

hauteur de 10400 ALU. Le shaker est agité durant 30 s, puis laissé au repos durant 2 min et 30 s à 

température ambiante. À la fin des 3 min de réhydratation, un prélèvement (1 ml) est effectué et 

placé dans 1 ml de TCA 20 %. Lo s de la si ulatio  de l’ tape de ef oidisse e t, l’enzyme KL 

(3600 NLU) est ajoutée aux 200 ml de produit réhydraté et le mélange est placé en chambre froide 

à 4 °C. Un prélèvement est réalisé au bout de de 30, 60, 120, 180, 240, 300, 360 min de réaction. 

Après préparation des échantillons (paragraphe 3.2.2.2), la concentration en lactose est quantifiée 

par CLHP. Trois répétitions sont réalisées. 
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3.5. Étude de l’i flue e d’u  t aite e t the i ue e  fou  à i o-ondes sur 

l’a ti it  de l’e z e 

 Pour statuer ua t à l’effet du t aite e t the i ue su  l’a ti it  des e z es AO et KL, 

leur activité résiduelle est quantifiée avant et après chaque traitement thermique. Dans un premier 

te ps, leu  a ti it  est esu e à l’aide de la thode ONPG. E p i e tale e t, l’e z e est 

h d at e à l’aide de  l d’eau à pH  pou  l’e z e AO) ou de tampon à pH 6,5 (pour 

l’e z e KL). Le la ge est pla  da s u  he  e  e e d’u e o te a e de  l, et su it 

e suite l’u  des i  les de t aite e t the i ue mentionné en Figure 3. Un échantillon est 

prélevé, avant et après le traitement thermique, et leur activité est quantifiée par la méthode 

ONPG. Trois répétitions sont réalisées pour chaque traitement thermique. Les résultats sont 

exprimés en activité résiduelle (%). 

Le ilieu a tio el a a t u  effet p o a le su  la d atu atio  des e z es, l’i flue e 

des différents traitements thermiques sera aussi étudiée dans une solution SMUF contenant 

48 g.l- 1 de lactose, ainsi que dans du lait ½ écrémé. La présence de lactose, qui entrerait en 

o p titio  a e  l’ONPG, e d i possi le l’utilisatio  de la thode pa  ONPG pou  d te i e  

l’a ti it  siduelle de l’e z e ap s traitement thermique. Ainsi, après traitement thermique, un 

échantillon (10 ml) du milieu ayant subi le traitement thermique est prélevé et placé dans un bain 

d’eau à la te p atu e opti ale d te i e p de e t  de l’e z e tudi e (45 °C pour 

l’e z e KL et  °C pou  l’e z e AO . Le pH est aussi ajust  au pH opti al de l’e z e tudi e 

pH  pou  l’e z e KL et pH ,  pou  l’e z e AO) par ajout de HCl ou de NaOH 0,1 mol.l-1. La 

solutio  ai si o te ue est i u e du a t  i . À la fi  de l’i u atio , l’e z e est d atu e 

par ajout de TCA 20 %. Après préparation des échantillons (paragraphe 3.2.2.2), la concentration 

en lactose est quantifiée par CLHP. Parallèlement à cela, un témoin (enzyme AO ou KL réhydratée 

dans du SMUF lactosé ou du lait ½ écrémé) sans traitement thermique est incubé dans les mêmes 

o ditio s, et pe ett a pa  la suite de al ule  l’a ti it  siduelle de l’e z e e  fo ction des 

différents traitements thermiques. 
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3.6. Étude de l’h d ol se du la tose du a t la digestio  gast o-intestinale 

 Modèle monocompartimenté statique 

L’’h d ol se du la tose pa  les e z es AO et KL a t  sui ie du a t la digestio  

gastro-intestinale. Pour ce faire, le modèle monocompartimenté statique issu du consensus 

international récent (Minekus et al., 2014) détaillé en paragraphe 1.4 a été utilisé avec quelques 

modifications. 

3.6.1.1. Digestion gastrique 

L’a ti it  des β-galactosidases étant très dépendante du pH, ce dernier sera ajusté tout au 

long de la phase gastrique de façon à se rapprocher au mieux du pH observé in vivo. Dans la 

litt atu e, le pH gast i ue o e  o se  hez l’Ho e ap s o so ation de 300 ml de lait ½ 

écrémé est donné par Minekus et al. (1995). Cette évolution est présentée en Tableau 5. 

Tableau 5 : Évolution du pH intra-gast i ue hez l’Ho e ap s a so ptio  de lait ½  d’ap s Minekus 

et al. (1995) 

Temps (min) 0 5 20 40 60 90 120 

pH 4,8 4,5 4,2 2,8 2,1 1,8 1,7 

Da s u  p e ie  te ps, seule l’i flue e des pa a t es de te p atu e et de pH de la 

phase gast i ue su  l’a ti it  des e z es KL et AO a t  tudi e. Pou  ela, u e solutio  SMUF 

(composition donnée en Tableau 4) contenant 48 g de lactose par litre est préparée. Cette solution 

est ajust e à u  pH de ,  pa  ajout d’u e solutio  de NaOH ou de HCl à u e o e t atio  de 

1 mol.l-1 et  l so t pla s da s u  ai  d’eau ai te u à  °C. L’e z e  NLU ou ALU  est 

ajoutée au temps 0 et un prélèvement est réalisé au bout de 5, 10, 20, 40 et 60 et 120 min de 

réaction. Durant les 120 min de réaction, le pH est ajusté selon les valeurs données en Tableau 5. 

Chaque prélèvement (0,5 l  est i diate e t pla  da s ,  l d’u e solutio  de TCA 20 % 

(m/v) de façon à stopper la réaction enzymatique. La concentration en lactose contenue dans 

chacun des échantillons est ensuite mesurée par CLHP. Trois répétitions sont réalisées pour 

chacune des deux enzymes étudiées. 

Pa  la suite, l’a ti it  des deu  e z es a t  tudi e du a t la phase de digestio  gast i ue. 

Pour cela, 180 NLU sont réhydrat s à l’aide de  l de lait ½  G a dLait, Ca dia . Ce 

la ge est pla  sous agitatio  da s u  he  à dou le pa oi ai te u à  °C à l’aide d’u  ai  

d’eau i ula t. I diate e t, ,  ml de SSG (composition donnée en Tableau 3) sont ajoutés au 
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produit. Le mélange est additionné de ,  l d’u e solutio  de pepsi e à  U. l-1, obtenue 

par réhydratation de la pepsine (P6887, Sigma-Aldrich, Lyon, France) dans de la SSG. Enfin, 5 µl de 

CaCl2 à une concentration de 0,3 mol.l-1 so t ajout s et le pH est ajust  à ,  pa  additio  d’u e 

solution de HCl à 1 mol.l-1. Durant les deux heures de digestion gastrique, le pH est régulé selon les 

valeurs données en Tableau 5 pa  l’ajout de HCl  mol.l-1. Des prélèvements (1 ml) réguliers sont 

effectués et additionnés de 1 ml de TCA 20 %. Après préparation des échantillons (paragraphe 

3.2.2.2), ces derniers sont analysés par CLHP. 

3.6.1.2. Digestion intestinale 

Da s u  p e ie  te ps, seule l’i flue e des pa a t es de te p atu e et de pH de la 

phase i testi ale su  l’a ti it  des e z es KL et AO a t  tudi e. Pou  ela, u e solutio  SMUF 

(composition donnée en Tableau 4) contenant 48 g de lactose par litre est préparée. Cette solution 

est ajust e à u  pH de ,  pa  ajout d’u e solutio  de NaOH ou de HCl à u e o e t atio  de 

1 mol.l-1 et  l so t pla s da s u  ai  d’eau ai te u à  °C. L’e z e  NLU ou ALU  est 

ajoutée au temps 0 et un prélèvement est réalisé au bout de 5, 10, 20, 40 et 60 et 120 min de 

réaction. Durant les 120 min de réaction, le pH est maintenu à une valeur de 7. Chaque prélèvement 

(0,5 l  est i diate e t pla  da s ,  l d’u e solutio  de TCA  % /  de faço  à stopper 

la réaction enzymatique. La concentration en lactose contenue dans chacun des échantillons est 

ensuite mesurée par CLHP. Trois répétitions sont réalisées pour chacune des deux enzymes 

étudiées. 

 Dans un second temps, expérimentalement, 11 ml de SSI (composition donnée en Tableau 

4) sont ajoutés à 20 ml de chyme ou de produit réhydraté contenant 360 ALU. Le mélange est ajusté 

à u  pH de  à l’aide de NaOH 1 mol.l-1 et  l d’u e solutio  de pa ati e porcine (P1750, 

Sigma-Aldrich, Lyon, France) à 800 u it s TAME pa  illilit e so t ajout s. De l’eau distill e est 

éventuellement ajoutée pour atteindre une dilution au demi du chyme. Des prélèvements réguliers 

sont de nouveau réalisés durant les 2 h de digestion intestinale. Après préparation des échantillons 

(paragraphe 3.2.2.2), ces derniers sont analysés par CLHP. 

 Modèle bi compartimenté semi-dynamique 

Contrairement aux modèles statiques, les modèles dynamiques prennent en compte 

l’ olutio , au ou s de la digestio , des p i ipau  ph o es ph si o hi i ues et a i ues 

se produisant dans la lumière digestive (évolution du pH, transit gastro-i testi al… . Ces outils so t 

ota e t utilis s da s le ad e d’ tudes ut itio elles digesti ilit  des a o ut i e ts, 
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ioa essi ilit  des i o ut i e ts… , to i ologi ues ioa essi ilit  de o ioti ues…  ou 

e o e i o iologi ues su ie de p o ioti ues ou de pathog es… . Il e iste u  e tai  o e 

de systèmes gastro-i testi au  d a i ues ais le TIM  TNO Gast oi testi al Model  est l’u  

des plus complets et présente une bonne corrélation in vitro/in vivo. Il permet de simuler, en 

fonction de données in vivo, les pa a t es esse tiels de la digestio  hez l’Ho e à sa oi  : la 

température, le brassage du chyme, le temps de transit intestinal, la vidange gastrique et 

intestinale, l’ olutio  du pH gast o-i testi al, l’additio  s ue tielle des diff e tes s tio s 

digestives, ai si ue l’a so ptio  passi e de l’eau et des p oduits de digestio  pa  u  s st e de 

dialyse. 

Da s le ad e de ot e appli atio , l’o je tif est de se approcher au mieux des conditions 

in vivo lo s de l’ tude de l’a ti it  gast i ue de l’e z e AO. Cependant, les outils disponibles ne 

pe etta t pas d’ tudie  ette a ti it  ia u  od le aussi o ple e ue le TIM-1, seuls les 

paramètres essentiels seront retenus. Ainsi, les digestions gastrique et intestinale seront réalisées 

da s deu  a teu s à dou le pa ois i d pe da ts, tous deu  ai te us à  °C et u is d’u  

pH- t e pe etta t le sui i et la gulatio  a uelle du pH. L’ olutio  du pH de la pa tie 

gastrique est la même que celle donnée en Tableau 5, tandis que le pH de la partie intestinale est 

ai te u o sta t à pH . L’additio  des diff e tes s tio s gastriques et intestinales est 

alis e de faço  s ue tielle, ha ue i ute et a uelle e t selo  les do es issues de l’ tude 

de Villemejane et al. (2015). Le brassage du chyme est obtenu par agitation magnétique du contenu 

des deu  a teu s. La ida ge gast i ue est ua t à elle g ale e t od lis e selo  l’ uatio  

de Elashoff et al. (1982). Il s’agit d’u e uatio  e po e tielle, do a t la pa t de o te u gast i ue 

esta t da s l’esto a  à u  o e t t, do t l’ uatio  est la suivante : 

F = t
t /

β

 

Équation 6 : Équation de la vidange gastrique, d’ap s Elashoff et al. (1982) 

 Avec  F : la p opo tio  de h e esta t da s l’esto a  au temps t 

  t : temps (min) 

  t1/2 : le temps de demi- ie de l’ali e t tudi  (min) 

  β : le coefficient d i a t l’allu e de la ou e 

Le temps de demi-vie et le coefficient β ont été mis en évidence in vivo pour une 

consommation de 395 ml de lait apportant 169 kcal par Vesa et al. (1997). Ces données sont celles 

se rapprochant le plus du produit étudié (celui-ci a une valeur énergétique de 204 kcal pour 250 ml). 
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Respectivement, les valeurs du temps de demi-vie et du coefficient β so t de  i  et , . Ces 

aleu s pe ette t l’o te tio  de la ou e ep se ta t le olu e ida g  e  fo tio  du te ps 

(Figure 6). 

 
Figure 6 : Vitesse de vidange gastrique de 395 ml de lait apportant 169 kcal 

 Après absorption de 395 ml de lait, la vidange gastrique débute avec une phase de latence 

durant laquelle peu de produit est vidangé. Cette phase o espo d à l’ho og isatio  du 

o te u sto a al. Pa  la suite, u e phase e po e tielle est o se e, sui ie d’u e phase 

stationnaire en fin de vidange gastrique.  

 E p i e tale e t, ,  g de de fo ulatio  s he o te a t l’e z e AO (450 ALU) sont 

h d at s à l’aide de  l de lait ½  et pla s da s u  a teu  à dou le pa oi régulé à 

37 °C. Immédiatement, 7,25 g de SSG (composition donnée en Tableau 6), ainsi que 1,25 g de 

solution de pepsine (pepsine porcine gastrique, Sigma) contenant 2080 U.ml-1 et 1,25 g de solution 

de lipase (lipase, Amano) contenant 28 U.ml-1 sont ajoutés au réacteur. Du a t l’i t g alit  de la 

digestion gastrique, la solution de pepsine est ajoutée à un débit de 0,25 ml.min-1. Selon le pH 

(donné en Tableau 5), la solution de lipase est appo t e e  alte a e a e  u e solutio  d’HCl 

0,6 mol.l-1 à un débit de 0,25 ml.min-1. En parallèle, le contenu du réacteur est vidangé 

manuellement chaque minute vers le réacteur intestinal selon la courbe donnée en Figure 6. 

Tableau 6 : Composition des solutions salines gastriques et intestinales (modèle dynamique) 
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 Le h e ida g  au i eau de l’esto a  se a pla  da s u  se o d a teu  à dou le pa oi 

régulé à 37 °C. En début de digestion, ce dernier contient 14,4 ml SSI (composition donnée en 

Tableau 6), 2 mg de trypsine (T9201, Sigma-Aldrich, Lyon, France) dissous dans 1 ml de SSI, 783 mg 

de pancréatine (P1750, Sigma-Aldrich, Lyon, France) dissous dans 2,2 ml de SSI et 616 mg de sels 

biliaires (B8756, Sigma-Aldrich, Lyon, France) dissous dans 15,4 ml de SSI. Au cours des 120 min de 

digestion intestinale, une solution biliaire (40 mg.ml-1 durant les 30 premières minutes puis 

20 mg.ml-1 par la suite), une solution pancréatique (356 mg.ml-1) et la SSI sont apportées à un débit 

respectif de 0,25, 0,50 et 0,25 ml.min- 1. Un prélèvement est effectué en fin de digestion intestinale 

et sa teneur en lactose est mesurée. Trois répétitions sont réalisées. 

3.7. Enrobage de l’e z e AO e  lit fluidis  

 Étude de la propension de l’e z e à la fluidisation 

A a t de d ute  le p o d  d’e o age, la p ope sio  à la fluidisatio  de la poudre 

d’e z e AO a été étudiée. Pour cela, un rhéomètre à poudres FT4 (Freeman Technology, 

Tewkesbury, Royaume-Uni) est utilisé (Figure 7). 

 

Figure 7 : Photog aphie du h o t e FT  gau he , p i ipe de esu e de l’ e gie de la ge du lit de 

poudre (milieu) et principe de mesure du programme « aération » (droite) 

Glo ale e t, et appa eil pe et d’ alue  l’aptitude à l’ oule e t des poud es da s 

diff e tes o ditio s o t ai tes o ales, flu  d’ai  à diff e tes itesses…  e  d terminant 

Couple

E t e d’ai
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l’ e gie essai e pou  effe tue  l’alle - etou  d’u e h li e da s le lit de poud e. Le al ul de 

l’ e gie est effe tu  g â e à l’e egist e e t de la fo e et du ouple su is pa  l’h li e selo  la 

hauteur du lit de poudre (Figure 7, milieu). Le rhéomètre FT4 possède un programme dédié à 

l’ tude des a a t isti ues de fluidisatio . Il o siste à i t odui e de l’ai  à la ase d’u e olo e 

de poudre et à quantifier la perte de charge à travers le lit (Figure 7, droite). Pour notre application, 

e i o   g de poud e so t pla s da s le odule d di  à l’a atio  et des itesses d’ai  

croissantes (comprises entre 0 et 160 mm.s- 1) sont appliquées. Entre chaque changement de 

itesse d’ai , l’appa eil p o de à u e tape de o ditio e e t pe etta t de s’assu e  de la 

sta ilit  de l’ ha tillo  et de l’ho og it  de la dist i utio  d’ai  de fluidisatio . L’ olutio  de 

la perte de charge en fonction de la vitesse de fluidisation permettra de statuer quant à la capacité 

des e z es à t e fluidis es à l’aide du lit fluidis  Mi i-Glatt. 

 P o d  d’e o age 

 L’e o age des e z es est effe tu  à l’aide d’u  lit fluidis  Mi i-Glatt (Glatt GMbH, 

Allemagne) permettant le séchage, la granulation (procédé top-spray) et le pelliculage (procédé 

Würster) de molécules d’i t t Figure 8). 

 

Figure 8 : Schéma du lit fluidisé Mini-Glatt, adapté de Chen et al. (2009) 
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Le procédé Würster, utilisé pour cette étude, présente un réservoir à matière particulier : 

e de ie  est u i d’u  tu e e t al pe etta t u e o t e apide de la poudre à enrober sous 

fo e de tou illo  et u e eto e le te à l’e t ieu .  

Expérimentalement, 25 g de la poudre à enrober (enzyme AO) sont placés dans la chambre. 

Le flu  d’ai  de fluidisatio  est maintenu au minimum de fluidisation du lit, à savoir 0,1 m.s-1 (mesure 

réalisée grâce à un compteur gaz G4 (Dupont-Est, Maxéville, France) branché en sortie de lit). Un 

the ostat ai tie t la te p atu e de l’ai  à la aleu  de o sig e, à savoir 60 °C dans le cas des 

solutio s d’e o age a ueuses et  °C da s le as des solutio s à ase d’ tha ol. Durant la période 

de hauffe, l’ai  est di e te e t o duit pa  u e d i atio  e s le s st e d’ a uatio . Lo s ue 

la te p atu e de o sig e est attei te, le flu  d’ai  est ta li da s le lit et la poud e est fluidisée. 

La solutio  d’e o age est a he i e jus u’à la use i ai e à l’aide d’u e po pe p istalti ue à 

un débit de 1 ml.min-1. La pressio  de l’ai  de pul isatio , gl e pa  u  a ostat, est ua t à elle 

maintenue à 2 bars. 

 La composition des différentes matrices utilisées est présentée dans le Tableau 7. Pour les 

matrices à base de caséines micellaires (CM), la solution est mise sous agitation durant 2 h à 

température ambiante puis durant 12 h à 4 °C. Pour les matrices à base de zéine, la solution est 

placée sous agitation, à température ambiante, 30 i  a a t le d ut de l’e o age. Les at i es 

utilis es p se te t toutes u  tau  de ati e s he de  %. Seuls la du e d’e o age, et do  

le atio p pa atio  e z ati ue/ at i e d’e o age, diffèrent. Ainsi, après enrobage des 25 g 

d’e z e AO a e  u e at i e o pos e de  g de poud e z i e ou CM) et de 50 ml de solvant, 

Il  a u  a oisse e t de  % de la asse s he de la p pa atio  fi ale. Da s le as de l’e o age 

avec une solution o te a t  g de poud e et  l de sol a t, l’a oisse e t de la asse s he 

de la préparation est de 40 %. Les différentes poudres obtenues après enrobage seront donc 

nommées sur cette base telle que détaillée dans la première colonne du Tableau 7. 

Tableau 7 : Co positio  des at i es d’e o age 

 
Composé principal Solvant Composé secondaire 

Nature Masse (g) Nature Volume (ml) Nature Masse (g) 

CM 20 % CM 5 Eau 50 - - 

CM 40 % CM 10 Eau 100 - - 

Zéine 20 % Zéine 5 Ethanol 50 - - 

Zéine 40 % Zéine 10 Ethanol 100 - - 

Zéine 40 % + glycérol Zéine 10 Ethanol 100 Glycérol 1 

  



Méthodes p op es à l’étude des p épa atio s a la ées 

56 

4. M thodes p op es à l’ tude des p pa atio s a la es 

 

L’ tude des préparations amylacées a impliqué le recours à des techniques 

d’a al se h ologi ue et the i ue sp ifi ues. Le p i ipe de es de i es, ai si ue 

les o ditio s d’essai, so t pa  o s ue t d taill s da s e pa ag aphe. Da s le ême 

temps, la méthode pe etta t d’ alue  leu  digesti ilit  in vitro est décrite. 
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4.1. Matériel  

 Sept t pes d’a ido  utilis s ha ituelle e t pa  l’i dust iel fi a ça t e p ojet sont étudiés. 

L’a ido  de po e de te e, de l , de aïs, de aïs i eu  et de iz p o ie e t de Sigma-Aldrich 

L o , F a e . L’a ido  de a io  C C ea Gel, Ca gill  a t  g a ieuse e t fou i pa  A l s 

Ag oali e tai e Rog a , F a e . E fi , l’a ido  de iz i eu  Re li e XS, Be eo  a t  

gracieusement fourni par Beneo (Tienen, Belgique). 

4.2. Caractérisation rhéologique et thermique 

 Analyses rhéologiques 

 Le test is o lasti ue le plus puissa t et le plus f ue e t utilis  est l’a al se 

oscillatoire, aussi appelée dynamique. Il o siste à i pose  à l’ ha tillo  u  isaille e t 

oscillatoire durant lequel la contrainte et la vitesse de cisaillement évoluent sinusoïdalement avec 

la e pulsatio  ais e  p se ta t u  e tai  d phasage l’u e pa  appo t à l’aut e. L’a al se 

de ces signaux sinusoïdaux permet de définir un certain nombre de grandeurs viscoélastiques 

d a i ues a a t isti ues de l’ ha tillo . Le d phasage  correspond au déphasage entre la 

o t ai te et la d fo atio  de isaille e t. Da s la p ati ue, le odule de o se atio  G’ et le 

odule de pe te G’’ so t les deu  p i ipales g andeurs fondamentales utilisées en rhéologie 

dynamique. Ces deux grandeurs sont exprimées en Pascal et décrivent respectivement les 

p op i t s lasti ues et is ueuses d’u  ha tillo . Le d phasage  est eli  à es deu  odules 

pa  la elatio  : ta   = G′′⁄G′. Il peut ai si a ie  de ° solide lasti ue, G’’=  à ° li uide 

is ueu , G’= . La aleu  de  aussi appel  a gle de pe te  i di ue ai si le pa tage e t e les 

propriétés élastiques et visqueuses de l’ ha tillo  : pou  ° <  < ° l’ ha tillon a un 

comportement plus élastique que visqueux alo s ue ’est l’i e se pou  ° <  < ° (Grossiord 

et Quemada, 2002). 

 Les mesures ont été réalisées grâce au rhéomètre rotationnel Kinexus Pro (Malvern 

Instruments, Worcestershire, Royaume-Uni . L’appa eil est uip  d’u  s st e ô e-pla  d’u  

diamètre de 4 cm et formant un angle de 2°. Il est utilisé en mode oscillatoire à une fréquence de 

 He tz et à u e o t ai te de ,  %. Des suspe sio s a ueuses d’a ido  o e t es à ,  % /  

sont soumises à une rampe de température de 30 à 90 °C à une vitesse de 3 °C.min-1. G â e à l’effet 

Peltier, la montée et la descente en température sont particulièrement rapides et précises 
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(± 0,01 °C . Les odules d’ lasti it  G’  et de is osit  G’’  o t t  e egist s e  fo tio  du 

temps et de la température. Trois répétitions sont effectuées. 

 Calorimétrie différentielle à balayage 

 Lo s u’u  s st e su it u e a tio  de t a sfo atio  sous l’effet d’u  p og a e de 

hauffage ou de ef oidisse e t, sa te p atu e olue diff e e t de elle d’u  at iau 

inerte à la chaleur. La calorimétrie différentielle permet de mesurer la différence de température 

∆T  ui s’ ta lit e t e le at iau ui agit l’ ha tillo  e  et le at iau i e te la f e e . 

Cela permet notamment la mise en évidence de phénomènes endothermiques (comme la fusion) 

et de phénomènes exothermiques (tels que la cristallisation) (Relkin, 2006). 

 E p i e tale e t, u e suspe sio  a ueuse d’a ido   %  est pla e da s u e apsule 

d'aluminium hermétiquement scellée. Cette dernière est introduite dans un calorimètre à balayage 

différentiel 204 F1 (Netzsch, Phoenix, États-Unis). Les échantillons sont chauffés de 30 à 90 °C à 

une vitesse de 3 °C.min-1. Directement ap s la fi  de l’a alyse, les capsules sont stockées durant 

24 h à 4 °C. À la fin des 24 h, une nouvelle montée en température, identique à la précédente, est 

réalisée. La température et la mesure d'enthalpie sont calibrées avec de l'indium ΔH = 28,43 J.g-1) 

et une capsule vide est utilisée comme référence. Le logiciel Proteus (Netzsch, Phoenix, États-Unis) 

est utilisé pour déterminer les températures de début, de pic et de fin de gélatinisation, ainsi que 

l’e thalpie de g lati isatio . 

4.3. Digestibilité in vitro 

 La vitesse de digestio , et do  d’a so ptio , des glu ides est o ue pou  i flue e  la 

santé des consommateurs. Un certain nombre de travaux suggèrent en effet que les glucides 

lentement digestibles présentent un effet protecteur vis-à-vis de certaines maladies occidentales 

non transmissibles (FAO/WHO, 1998 ; Willett, 1998). Ai si, la p o du e d’a al se d ite da s e 

pa ag aphe ise à ua tifie  les diff e tes f a tio s d’a ido  apide e t digesti le, le te e t 

digestible et résistante à la digestion) par hydrolyse enzymatique et quantification du glucose 

(Englyst et al., 1992). Les ha tillo s so t d’a o d i u s e  p se e de pepsi e de faço  à li e  

les liaisons amidon-p ot i es. Ils so t e suite pla s e  p se e d’u  o ktail d’e z es 

a lol ti ues da s des o ditio s de pH, de te p atu e, de is osit  et d’agitatio  o t ôl es. 

Des prélèvements sont effectués au bout de 20 et 120 min et permettent de déterminer 

respe ti e e t les f a tio s d’a ido  apide e t et le te e t digesti les. L’a ido  sista t 



Chapitre 1 : Matériel et méthodes 

59 

restant est ensuite dispersé avant hydrolyse enzymatique de façon à déterminer la teneur totale 

e  glu ose de l’ ha tillo . E  pa all le, le glu ose li e de l’ hantillon est quantifié. 

 Plus p is e t, pou  si ule  la digesti ilit  des p oduits de t pe  et , ,  g d’a ido  

so t pes s. Pou  si ule  la digesti ilit  des p oduits de t pe  et , ,  g d’a ido  so t pla s 

da s  l d’eau. Le la ge est is sous agitation durant 30 s, puis traité thermiquement en 

four à micro-ondes de laboratoire (Mars 6, CEM Corporation, États-Unis) selon le traitement de 

référence (800 W - 2 min). Un prélèvement de 4,8 ml est réalisé. Pour simuler la digestibilité des 

produits de type 3, la digestibilité du prélèvement est directement mesurée. Pour simuler la 

digestibilité des produits de type 4, le prélèvement est placé durant 24 h à 4 °C puis analysé. La 

dilution effectuée pour la digestibilité des produits de type 3 et 4 est prise en compte 

ult ieu e e t da s les al uls. Ai si, ,  g d’a ido  ou le p l e e t de ,  l so t additio s 

à  l d’u e solutio  d’HCl à ,  mol.l- 1 contenant 23700 unités de pepsine (EC 3.4.23.1) (P7000, 

Sigma-Aldrich, Lyon, France) et 0,05 g de gomme de guar (G4129, Sigma-Aldrich, Lyon, France). 

Cette suspension est incubée à 37 °C durant 30 min. 5 ml d’u  la ge e z ati ue a ueu  

o te a t  u it s d’a lase appo t es pa  la pa ati e P , Sig a-Aldrich, Lyon, 

France), 65,6 unités d’a loglu osidase AGU  EC . . .  A , Sig a-Aldrich, Lyon, France) et 

,  u it s d’i e tase EC . . .  I , Sig a-Aldrich, Lyon, France), ainsi que 10 l d’u e 

solutio  d’a tate de sodiu  à ,  ol.l-1 sont ensuite ajoutés. La solution ainsi obtenue est placée 

à 37 °C dans un bain-marie agité à 200 tours par minute avec un barreau aimanté. Au bout de 20 

i  G  et  i  G , u  ha tillo  de ,  l est p le  et pla  da s  l d’ tha ol à 

66 %. La solution restante est incubée du a t  i  à  °C puis pla e da s u  ai  d’eau gla e 

sous agitatio  e  p se e de  l d’u e solutio  de KOH  ol.l-1 durant 30 min. Un échantillon 

 l  est alo s t a sf  da s  l d’u e solutio  d’a ide a ti ue à ,  ol.l-1 et 0,2 ml d’u e 

solutio  d’a loglu osidase à  U. l-1. Le mélange est incubé durant 30 min à 70 °C puis durant 

 i  à  °C. Ap s ef oidisse e t,  l d’eau so t ajout s au la ge. Ce la ge 

o espo d à l’ ha tillo  de glu ose total GT . Pa all le e t à cela, le glucose libre (GL) dans 

l’ ha tillo  de d pa t a ido  est ua tifi . Ai si, ,  g d’a ido  est pla  da s  l d’u e 

solutio  d’a tate de sodiu  à ,  ol.l-1. La suspension est incubée à 100 °C durant 30 min. Après 

refroidissement, 0,2 ml de la solutio  d’i e tase à  U. l-1 est ajouté et le mélange est incubé 

à 37 °C durant 30 i  da s u  ai  d’eau sous agitatio . Ap s ajout d’ tha ol à  % pou  stoppe  

la a tio  e z ati ue, la solutio  est e t ifug e puis dilu e à l’aide d’eau. Elle correspond à la 

fraction de GL. 
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 Les différents échantillons obtenus précédemment (G20, G120, GT et GL) sont centrifugés 

à 500 g du a t  i . Pa  la suite,  µl so t p le s et pla s da s  l d’u e solutio  de glu ose 

oxydase/peroxydase préparée selon les instructions du fournisseur du kit de détermination du 

D-glucose (GOPOD Format, Megazyme International, Irlande). Le mélange est placé durant 20 min 

à  °C. L’a so a e des diff e ts ha tillo s est lue o t e le la  a tif à  . E  p e a t 

en compte les différentes dilutions, la concentration en glucose (g pour 100 g de produit) peut 

ensuite être déterminée. Un facteur de 0,9 est appliqué de façon à convertir la concentration de 

glu ose e  o e t atio  d’a ido . Pa  la suite, les diff e tes f a tio s d’a ido  so t 

déterminées selon les équations suivantes : 

Amidon rapidement digestible = 0,9 x (G20 – GL) 

Équation 7 : Calcul de la pa t d’amidon rapidement digestible 

Amidon lentement digestible = 0,9 x (G120 – G20) 

Équation 8 : Calcul de la pa t d’amidon lentement digestible 

Amidon résistant = 0,9 x (GT – G120) 

Équation 9 : Calcul de la pa t d’amidon résistant 
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5. M thodes p op es à l’ tude des p pa atio s p ot i ues 

 

Ce pa ag aphe se p opose d’e pli ite  les thodes d’a al se p op es à l’ tude 

des préparations protéiques. Ainsi, les thodes pe etta t le al ul de l’i di e 

chimique et du score chimique corrigé de la digestibilité sont détaillées. Par la suite, les 

techniques utilisées pour suivre la digestion des préparations protéiques (SDS-PAGE 

notamment) sont décrites.  
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5.1. Matériel 

 Les préparations protéiques étudiées ont été fournies par la société finançant ce projet. Il 

s’agit des p pa atio s les plus ou a e t e plo es pou  la fo ulatio  de leu s p oduits. Ai si, 

une poudre de caséinate de calcium, un concentrat de protéines de lait, u e poud e de la  d’œuf 

pasteurisé, un isolat de protéines de pois, un concentrat de protéines sériques et un isolat de 

protéines de soja seront étudiés. 

5.2. Évaluation de la qualité des préparations protéiques 

 Composition en acides aminés 

 La composition en acides aminés des différentes préparations protéiques a été donnée par 

le fournisseur. 

 Évaluation de la digestibilité par une méthode multienzymatique 

 Il existe un certain nombre de méthodes in vitro pe etta t d’ alue  la digestibilité des 

protéines. La méthode utilisée dans ce travail consiste à additionner une préparation enzymatique 

contenant de la trypsine, de la chymotrypsine et une peptidase à une solution protéique à pH 8 

(Hsu et al., 1977). La diminution du pH du milieu, liée à la libération de protons, est suivie durant 

10 min quel ue soit l’ ha tillo . Une corrélation permet par la suite de relier la valeur de pH 

obtenue à la fin de la réaction à la valeur de digestibilité de la protéine. 

 Plus précisément, pour simuler la digestibilité des produits de type 1 et 2, une solution 

protéique est préparée en plaçant 0,3125 g de la protéine native à tudie  da s  l d’eau (soit 

6,25 mg.ml-1). Dans le ut d’ alue  l’i t t d’ajoute  de la o laï e e t ait ut d’a a as ui 

améliorerait la digestibilité des protéines et limiterait les inconforts digestifs) aux produits, 0,0144 g 

(soit environ 1 405  u it s  de o laï e issue de tige d’a a as (Amano Enzyme, Japon) sont 

additionnés à la préparation protéique précédemment décrite. Pour simuler la digestibilité des 

produits de type 3 et 4, une solution protéique est préparée en plaçant 19,5 g de protéines dans 

 l d’eau. Le la ge est pla  sous agitation durant 30 s puis traité thermiquement en four à 

micro-ondes (Mars 6, CEM Corporation, États-Unis) selon le traitement de référence 

(800 W - 2 min). La solution est ensuite diluée de façon à obtenir 50 ml de solution protéique à 

6,25 mg.ml-1. Dans un second temps, la présence de lactose dans les produits réhydratés pouvant 

entrainer la formation de composés de Maillard durant le traitement thermique (et donc affecter 



Chapitre 1 : Matériel et méthodes 

63 

la digestibilité du produit) le même protocole que précédemment est suivi, excepté que 12 g de 

lactose sont ajoutés aux 250 ml de solution protéique. Là encore, la solution obtenue après 

traitement thermique est diluée de façon à obtenir 50 ml de solution 6,25 mg.ml-1. Les solutions 

ainsi obtenues sont ajustées à un pH de 8 par ajout de NaOH 0,1 mol.l-1 et sont ensuite équilibrées 

à 37 °C durant environ 10 min. Parallèlement à cela, une préparation enzymatique est préparée en 

plaçant 113520 unités de trypsine, 930 unités de chymotrypsine et 0,26 unités de carboxypeptidase 

dans 5 ml d’eau. Cette suspe sio  est p pa e au de ie  o e t, ajustée à u  pH de  à l’aide 

de NaOH 0,1 mol.l-1 et maintenue dans la glace. Après addition de la préparation enzymatique à la 

solution protéique, le pH est suivi durant les 10 min de réaction à 37 °C sous agitation. Le pH final 

permet ensuite de calculer la digestibilité de la protéine grâce à l’Équation 10: 

Digestibilité (%) = 210,464 - 18,103 x pHf 

Équation 10 : Calcul de la digestibilité des protéines 

Avec  pHf : le pH attei t au out des  i  d’i u atio  

 Cal ul de l’i di e hi i ue et du SCCD 

 L’i di e hi i ue est al ul  e  di isa t la ua tit  de ha ue a ide a i  esse tiel 

contenu dans la protéine par la quantité de chaque acide aminé correspondant de la protéine de 

référence. Les valeurs de la protéine de référence pour un adulte sont données par la FAO (2013). 

Le SCCD est e suite al ul  e  ultiplia t l’i di e hi i ue de l’a ide a i  esse tiel le plus 

limitant par la digestibilité de la protéine. 

5.3. Suivi de la digestion des préparations protéiques 

 Digestion in vitro 

 La digestion gastro-intestinale in vitro des protéines est réalisée exactement selon le 

protocole donné par le consensus international détaillé et commenté dans ce chapitre, paragraphe 

1.4. Brièvement, 11,25 ml de SSG (composition donnée en Tableau 3), ainsi que 2,4 l d’u e 

solution de pepsine à 25000 U.ml-1 (P6887, Sigma-Ald i h, L o , F a e  et ,  µl d’u e solutio  de 

CaCl2 à 0,3 mol.l-1 sont placés dans un réacteur sous agitation maintenu à 37 °C. Parallèlement à 

ela, ,  g d’isolat de p ot i e so t pla s da s  l d’eau distill e puis ajout s au a teu . Le 

o te u est alo s ajust  à u  pH de  pa  ajout d’u e solutio  d’HCl à  ol.l-1 puis maintenu durant 
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2 h à cette valeur. Des prélèvements successifs de 1 ml (0, 30, 60 et 120 min) sont réalisés et placés 

dans 1 ml de TCA à 40 %. 

 Au out de  i  de digestio  gast i ue, ,  l de SSI, ,  l d’u e solutio  de 

pancréatine (P1750, Sigma-Aldrich, Lyon, France) à 800 unités de trypsine, ,  l d’u e solutio  

d’a ides iliai es B , Sig a-Aldrich, Lyon, France) à 160 mmol.l-1 et 52 µl de CaCl2 (0,3 mol.l-1) 

sont ajoutés au réacteur. Le pH est ajusté à une valeur de 7 par ajout d’u e solutio  de NaOH à 

1 mol.l-1 puis maintenu à cette valeur durant 2 h. Deux prélèvements (60 et 120 min) sont réalisés 

e  plaça t  l d’ ha tillo  da s  l de TCA  %. 

 SDS PAGE 

 La SDS-PAGE-trycine est couramment utilisée pour séparer les protéines ayant une taille 

comprise entre 1 et 100 kDa, et plus particulièrement inférieure à 30 kDa. Avant dépôt, les 

échantillons sont centrifugés (5 min - 13400 g) et le surnageant est éliminé. Le culot est repris dans 

 µl d’a to e f oid et l’ ha tillo  est de nouveau centrifugé (5 min - 13400 g). Ce lavage est 

p t  deu  fois. Le ulot, ui o tie t  g de p ot i es, est additio  de  µl d’eau et  µl 

de tampon de solubilisation réducteur. La solution est ensuite traitée thermiquement durant 

10 min à 90 °C puis 10 µl sont déposés. Pour la préparation de la SDS-PAGE, le protocole de 

Schägger (2006) est sui i. Le gel de s pa atio  est o stitu  à  % d’a la ide, o t e  % pou  

celui de concentration. 

 Ninhydrine 

 Contrairement à la SDS-PAGE ui pe et seule e t le sui i de l’h d ol se des p ot i es et 

des peptides de plus de 3 kDa, la réaction à la ninhydrine permet de quantifier les petits peptides 

et les a ides a i s li s du a t la digestio . La i h d i e est u  puissa t age t d’oxydation qui 

p o o ue u e o datio  d sa i a te de la fo tio  α a i o. Parmi les produits de réaction, de 

l’h d i da ti e, ai si ue de l’a o ia  so t li s. Ils agisse t e suite a e  u e aut e ol ule 

de ninhydride pour former une molécule de couleur bleu-violet (le pourpre de Ruhemann) 

quantifiable par spectrophotométrie à 570 nm. 

 Expérimentalement, les échantillons sont centrifugés à 10000 g durant 20 min à 4 °C. Ils 

sont ensuite dilués (2 : 1 (v/v)) à l’aide d’a ide sulfosalicylique à 6 % et de nouveau centrifugés à 

10000 g durant 20 min à 4 °C. Cela pe et l’ li i atio  de la ati e g asse e tuelle. Le 

surnageant est filtré à travers un filtre de 0,45 µm de façon à éliminer les molécules supérieures à 
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10 kDa puis dilu  da s de l’eau e  fo tio  de sa te eu  e  a ides a i s. L’ ha tillo  dilu   ml) 

est additio  à ,  l d’u e solutio  de i h d i e Sig a-Aldrich, Lyon, France) et le mélange 

placé durant 10 min exactement dans un bain sec maintenu à 100 °C. Après incubation, 2,5 ml 

d’ tha ol à  % so t ajout s et l’a so a e est lue à  . La te eu  e  a ide a i  est 

exprimée en équivalent leucine. Trois répétitions sont effectuées. 
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6. Traitements statistiques 

 Le t aite e t statisti ue des do es est alis  à l’aide du logi iel K Plot version 2.0. Pour 

les comparaisons par paire, une analyse de la variance (ANOVA) à un facteur est réalisée. Pour les 

comparaisons multiples, un test multiparamétrique est effectué. Le niveau de signification est 

***p < 0,001 ; **p < 0,01 ; *p < 0,05 et NSP > 0,05. 
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1. Digestion du lactose : étude bibliographique 

  

 La réduction, génétiquement programmée, de l’a ti it  de la la tase à l’âge 

adulte affecte 70 % de la population mondiale. Elle peut causer de sévères troubles 

digestifs, sig es li i ues de l’i tol a e au la tose. Ces s ptô es a ie t e  fo tio  

de l’a ti it  siduelle de la la tase, de la durée du transit gastro-intestinal et 

principalement de la quantité de lactose ingérée. Pour formuler des produits adaptés à 

la grande majorité des intolérants au lactose, il est essentiel de mettre en évidence le 

seuil de tolérance au lactose. Il s’agit de l’u  des o je tifs de l’ tude i liog aphi ue 

présentée ci-après. Le second objectif de cette étude est de mettre en évidence les 

diff e ts o e s a tuelle e t e plo s pou  lutte  o t e l’i tol a e au la tose et 

de sélectionner le plus adapté à notre produit.  
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1.1. Le lactose 

 Le lactose, ou β-D-galactopyranosyl-(1-4)-D-glucopyranose, est un diholoside composé 

d’u e ol ule de D-glu ose et d’u e ol ule de D-galactose, reliées entre elles par une liaison 

β-1-4 (Figure 9). 

 

Figure 9 : Structure du lactose 

 Naturellement, le lactose est uniquement présent dans le lait des mammifères. Il est 

synthétisé dans les cellules épithéliales mammaires à partir de deux molécules de glucose issues du 

sa g. L’u e d’e t e elles est pi is e e  gala tose ia la oie ta oli ue de Leloi . La ol ule 

de galactose ainsi formée est ensuite phosphorylée et condensée par l’a tio  de la 

galactosyltransfé ase, do t l’a ti it  est odifi e et o t ôl e pa  l’u e des p i ipales protéines 

du lait : l’α-lactalbumine. Cette protéine permet de réduire de 1000 fois la constante de Michaëlis 

de phosphorylation et de condensation. La concentration massique en lactose du lait bovin est 

d’e i o  ,  % et varie légèrement selon le stade de lactation (Fox et al., 2015). 

 D’u  poi t de ue hi i ue, le la tose est u  su e du teu  : l’ou e tu e du le du 

glucose au niveau du carbo e a o i ue pe et la li atio  d’u  g oupe e t ald h de. Le 

lactose peut par conséquent être impliqué dans des réactions de Maillard, dont résultent des 

o pos s a o ati ues et olo s. Bie  ue e t pe de a tio  soit e he h  da s l’ la o atio  

de bon nombre de produits alimentaires (pain, cuisson de la ia de… , elle apparaît souvent comme 

un défaut dans le cas de produits laitiers. Lorsque le cycle de glucose se referme (par reformation 

de la liaison hémiacétale), le groupement hydroxyle peut se repositionner de deux façons par 

rapport au carbone du groupement carbonyle. Cela entraine la formation de deux isomères de 

lactose appel s α et β. Ces deu  iso es p se te t des p op i t s diff e tes solu ilit  da s 

l’eau, pou oi  otatoi e… . Le atio α/β à l’ uili e est d’e i o  1 pour 1,7, et la fo e α est la 

plus couramment commercialisée. Du fait de traitements enzymatiques ou chimiques, le lactose 

peut su i  des odifi atio s st u tu ales o datio , du tio , h d ol se… . Il peut aussi t e 

converti, suite à un traitement thermique, en lactulose (la molécule de glucose est convertie en 

fructose) ou en épilactose (la molécule de glucose est convertie en mannose) (Fox et al., 2015). 
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 Dans le domaine alimentaire, le lactose constitue une source calorique essentielle pour le 

nouveau-né et il est aussi retrouvé quotidiennement da s l’ali e tatio  des adultes. Le lactose ne 

peut cependant pas être absorbé pa  l’o ga is e, il doit p ala le e t t e h d ol s  e  u e 

molécule de glucose et une molécule de galactose par une enzyme ancrée au niveau de la bordure 

en brosse des entérocytes, la lactase-phlorizine hydrolase (LPH) (Marteau et Marteau, 2005). Le 

glucose et le galactose sont ensuite transportés à travers la membrane des entérocytes et 

rejoignent la circulation sanguine grâce à un transporteur sodium-dépendant. Cependant, chez 

e tai s sujets, l’a ti it  e z ati ue de la LPH décroît a e  l’âge. U e pa tie du la tose i g  

atteint alors le côlon où il est fermenté par le microbiote intestinal, ce qui peut entrainer de 

o eu  s ptô es li i ues o isse e ts, dia h es, flatule es, au  de t te… . 
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1.2. L’i tol a e au la tose 

 Déficit en lactase, malabsorption et intolérance au lactose : terminologie 

 La LPH (EC 3.2.1.108) est une disaccharidase sécrétée au niveau des microvillosités de la 

e a e des ellules pith liales de l’i testi  g le des a if es (Plimmer, 1906). Elle est 

ancrée dans la membrane par son extrémité C-terminale et la majeure partie de la molécule est 

projetée au niveau du lumen intestinal. La LPH est une grande glycoprotéine, comportant deux sites 

a tifs ui peu e t atal se  l’h d ol se d’u e a i t  de β-glucosides (phlorizine par exemple) et de 

β-galactosides, incluant le lactose. La LPH est encodée par un gène unique (LCT) 

d’app o i ati e e t  kb, localisé sur le chromosome 2 (Shatin, 1968). Chez l’Homme, cette 

e z e est s th tis e sous fo e d’u  p u seu  de  a ides a i s, do t les  p e ie s 

acides aminés forment la séquence signale clivée au niveau du réticulum endoplasmique. La 

pro-LPH sulta t de e li age est e suite gl os l e au i eau de l’appa eil de Golgi (Ouwendijk, 

1998). Le o  d oule e t de ette gl os latio  est u ial à l’a ti it  e z ati ue de la la tase 

(Jacob et al., 2000). Un autre clivage entraine la fo atio  d’u  p of ag e t LPH α), 

enzymatiquement inactif, ai si u’u  fragment de 160 kDa (LPH β  (Ouwendijk, 1998). La LPH β est 

une dernière fois clivée, au niveau de la membrane apicale, par la trypsine luminale pour aboutir à 

la forme intestinale (Figure 10). 

 

Figure 10 : M a is e pe etta t l’obtention de la LPH intestinale, adapté de Ouwendijk (1998) 
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 Le déficit en lactase peut avoir une cause génétique (déficit primaire) ou être dû à une 

maladie (déficit secondaire) (Figure 11). 

 

Figure 11 : Différents types de déficits en lactase 

 Le déficit secondaire en lactase est dû à une maladie ou à un traitement altérant la 

muqueuse intestinale (maladies inflammatoires h o i ues de l’i testi , hi ioth apie… . Cette 

forme est seulement temporaire : l’a ti it  la tasi ue appa aît dès guérison (EFSA Panel on 

Dietetic Products, Nutrition and Allergies, 2010). En général, de telles altérations affectent aussi 

l’a ti it  d’aut es disa haridases sécrétées au niveau de la bordure en brosse de la muqueuse 

intestinale (Flatz, 1987). 

 Deux formes de déficit primaire sont rencontrées. La plus sévère, le déficit congénital en 

lactase, est liée à un trouble autosomique récessif rare qui touche les nouveau-nés (Berg et al., 

1969). La ause la plus ou a te d’u  tel d fi it est l’appa itio  p atu e d’u  odo  stop (dont 

résulte une protéine tronquée) du fait d’u e utatio  fau -se s da s la gio  oda te, d’u e 

dupli atio  de l’e o  ou du d alage du ad e de le tu e. Le traitement consiste en une élimination 

rapide du lactose alimentaire permettant de limiter la déshydratation et la perte en électrolytes 

(Diekmann et al., 2015). La non-persistance de la lactase, ou hypolactasie, est la moins sévère et la 

plus répandue des deux formes. Elle o siste e  u e aisse p og a e de l’a ti it  de la la tase 

intestinale après sevrage. Cette forme est celle étudiée dans la suite de ce document. 

 La malabsorption du lactose correspond, quant à elle, à l’a se e d’h d ol se du lactose 

ingéré au niveau de l’i testi  g le, ui attei t alo s le ôlo . Un déficit en lactase entraine 

généralement une malabsorption (Wilt et al., 2010). 
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 Enfin, l’i tol a e au lactose correspond à la po se s pto ati ue de l’e p essio  

clinique de la malabsorption du lactose (diarrhées, douleurs a do i ales, flatule es…  (Lomer et 

al., 2008). Cette expression clinique dépend notamment de la quantité de lactose mal absorbée. Si 

de petites quantités de lactose sont ingérées, les signes cliniques sont limités, voire absents. Ainsi, 

u  e tai  o e de sujets souff a t d’i tol a e au la tose l’ig o e (Flatz, 1987). 

 Le déficit en lactase : prévalence et génétique 

 La synthèse de la lactase est substantielle au cours de la première année de vie. Après cette 

période, les sujets présentant une non-persistance de la lactase subissent une réduction de sa 

synthèse. Cette réduction débute généralement à 2 ou 3 ans et se pou suit jus u’à l’âge de 5 à 

10 ans. Toutefois, des exceptions ont été rapportées : la réduction se produit par exemple au cours 

de l'adolescence chez les jeunes finlandais (Swallow, 2003). Seulement 5 à 10 % de l’a ti it  i itiale 

est o se e, e da s le as d’u e pou suite de la o so atio  de p oduits laitie s (Paige, 

2005). La prévalence de ce déficit est t oite e t li e à l’eth i it  (Figure 12) et plus 

pa ti uli e e t au  t aditio s d’ le age (Welsh et al., 1978). Globalement, la prévalence est faible 

chez les individus descendant d’Eu ope du Nord (15 %), moyenne pour les africains, latinos, 

eu op e s de l’est et sud-américains (70 - 80 %), et importante dans la population asiatique (proche 

de 100 %) (Paige, 2005). 

 

Figure 12 : Répartition de la population intolérante au lactose à travers le monde, adapté de Grosvenor et 

Smolin (2009) 

 Des études familiales ont permis de mettre en évidence que le caractère persistant ou non 

de la lactase était lié à un polymorphisme génétique : les adultes présentant une non-persistance 
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de la lactase sont homozygotes pour un allèle récessif causant le déclin post-sevrage, tandis que les 

adultes présentant une persistance de la lactase sont hétérozygotes ou homozygotes pou  l’all le 

dominante. En effet, la oiti  de l’a ti it  la tasi ue ta t suffisa te pou  dig e  o e te e t le 

lactose, la persistance de la lactase se comporte comme un trait dominant. Cependant, comme la 

LPH i testi ale ’est pas présente en vaste excès, les sujets hétérozygotes peuvent être plus enclins 

à devenir intolérants au lactose en cas de stress ou de pathologie bénigne (Swallow, 2003). Le 

caractère non-persistant de la lactase est lié à un promoteur situé 14 kb en amont du gène. De 

façon naturelle, le promoteur contient deux résidus de cytosine, en position 13910, qui induisent 

la réduction de la synthèse de la lactase après sevrage. Dans certains cas, le résidu de cytosine est 

e pla  pa  u  sidu de th i e su  l’u , voire, les deux allèles (Wang et al., 1995). Cela 

engendre une poursuite de la synthèse de la la tase à l’âge adulte (Usai-Satta et al., 2012). Les 

sujets non persistants présentent donc un génotype C/C alors que les sujets persistants présentent 

un génotype C/T (la mutation est dominante) ou T/T. Pour évaluer le déficit en lactase, il est par 

o s ue t possi le de alise  u e si ple p ise de sa g et d’ tudie  le g ot pe de l’i di idu. U e 

se o de thode o siste à alise  u e iopsie du j ju u  et de ua tifie  l’a ti it  de la la tase 

i testi ale. Cette thode est tout de e t s i asi e et, du fait d’u e dist i utio  h t og e 

de la la tase au i eau de la u ueuse de l’i testi  g le, peu fiable (Usai-Satta et al., 2012). 

 La malabsorption du lactose : mécanismes, symptômes cliniques et méthodes 

d’ aluatio  

 Natu elle e t, le la tose e peut pas t e a so  tel uel pa  l’o ga is e, il doit au 

préalable être hydrolysé en glucose et galactose. Cette conversion est e due possi le pa  l’action 

de la LPH intestinale (Figure 13). Cette enzyme possède deux sites actifs : l’u  atal se l’h d ol se 

du lactose, ta dis ue le se o d atal se l’h d ol se d’aut es glu ides do t la phlo izine). La LPH 

est s th tis e da s l’i testi  g le, et plus pa ti uli e e t au i eau du j ju u . La su fa e 

intestinale est composée de centaines de villosités, recouvertes par des microvillosités qui forment 

la barrière en brosse apicale de la paroi intestinale. Cet arrangement permet de maximiser la 

su fa e d’ ha ge essai e à l’a so ptio  des ut i e ts. La LPH, o e d’aut es e z es 

impliquées dans la digestion de glucides, est ancrée à la surface de cette bordure en brosse. Une 

fois le lactose hydrolysé, le glucose et le galactose sont transportés à travers la membrane des 

cellules épithéliales pour rejoindre la circulation sanguine via un transporteur sodium-dépendant 

(Wright et al., 2007). Ils finissent par rejoindre le foie, au niveau duquel ils sont métabolisés pour 

se i  de sou e d’ e gie (Figure 13). 
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Figure 13 : Digestion du lactose en présence de LPH 

 En cas de déficit e  LPH, le la tose i g  ’est pas d g ad  da s l’i testi  g le. Il atteint 

par conséquent le côlon où il est utilis  o e sou e d’ e gie pa  l’a o da te flo e o e sale 

(Figure 14). 

 

Figure 14 : Digestion du lactose en absence de LPH 

 Parmi les centaines de bactéries coliques, certaines ifido a t ies, la to a illes…) ont 

acquis la capacité de métaboliser le lactose. Ces enzymes catalysent la même réaction chimique 

que la LPH mais diffèrent tout de même dans leur structure, leur propriété enzymatique et leur 

régulation. Le glucose et le galactose, libérés pa  l’a tio  des β-galactosidases, sont ensuite 

convertis par les bactéries coliques en une variété de produits incluant notamment des acides gras 

à chaîne courte (AGCC) et de l’h d ogène (Perlman, 2013). Cette fermentation entraine 

généralement des ballonnements et des douleurs abdominales. 

Glucose Galactose LPH

Jéjunum Iléon
Côlon

Lactose Bactérie

Jéjunum Iléon
Côlon

Lactose BactérieMétabolites (AGCC, gaz) Eau



Chapitre 2 : Développe e t d’u e fo ulatio  adaptée au  i tolé a ts au la tose 

 

77 

 En présence de LPH, le glucose et le galactose libérés après la consommation de lactose 

engendrent une augmentation de la glycémie. En absence de LPH, les produits finaux de 

dégradation étant des AGCC et des gaz, aucune augmentation de la concentration sanguine en 

glu ose ’est o se e. Cette observation permet de mettre en évidence la malabsorption du 

lactose via une simple prise de sang. Une glycémie inférieure à 0,2 mg.ml-1 ap s l’i gestio  d’u e 

quantité importante de lactose (de 50 à 100 g  est g ale e t sig e d’u  déficit en lactase (Levitt 

et al., 2013). 

 La présence intra-colique de produits de fermentation tend à accroître la pression 

osmotique du lumen intestinal. Du fait de l’i po ta te pe a ilit  h d i ue de la u ueuse 

i testi ale, le ai tie  d’u  g adie t os oti ue e t e le sa g et le lu e  est diffi ile : une certaine 

ua tit  d’eau, venue du sang, pénètre par conséquent dans le contenu luminal pour le rendre 

isotonique. En fonction de la quantité de lactose présente dans le côlon, ce mécanisme peut causer 

d’i po ta tes diarrhées (Levitt et al., 2013). La fermentation colique peut aussi induire la 

p odu tio  d’u e ua tit  i po ta te de gaz. Pour exemple, la dégradation de 12,5 g de lactose 

peut entrainer la libération de plus de 2600 ml de CO2 et de 4000 ml de H2 (Wolin, 1981), alors que 

l’e tio  usuelle est i f ieu e à  ml de gaz par jour (Tomlin et al., 1991). Une large part de 

ces gaz est excrétée par des flatuosités, et approximativement 15 % de l’h d og e est a so  et 

expulsé pa  les pou o s da s l’ai  e pi  (Kies, 2014). La ua tifi atio  de l’h d og e e pi  ap s 

consommation de lactose est par conséquent utilisée pour diagnostiquer les cas de malabsorption 

du lactose. Cette méthode est considérée comme étant la plus fiable, la moins invasive et la moins 

coûteuse des techniques de diagnostic (Lomer et al., 2008). Selon un consensus sur les tests à 

l’h d og e (Gasbarrini et al., 2009), la méthode consiste à absorber oralement 25 g de lactose et 

à esu e  la o e t atio  e  h d og e de l’ai  e pi  toutes les  i  du a t  h  h en 

pédiatrie). Un régime spécifique, excluant les glucides non-absorbables, est recommandé la veille 

au soir du test. Une concentration supérieure à 20 ppm d’h d og e au-dessus de la ligne de base 

indique une malabsorption du lactose (Järvelä et al., 2009) (Figure 15). Cette méthode de diagnostic 

présente une bonne sensibilité et une excellente spécificité (Usai-Satta et al., 2012). Cependant, 

l’i apa it  de la flo e oli ue à p odui e de l’h d og e ou l’ad i ist atio  e te d’a ti ioti ues 

peuvent induire des résultats faussement négatifs (Vernia et al., 2003). Des résultats faussement 

positifs sont moins courants et sont souvent dus à une prolifération bact ie e da s l’i testi  

grêle. 
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Figure 15 : R sultats du test à l’h d og e selon le génotype du sujet, adapté de Matthews et al. (2005) 

 Glo ale e t, l’i tol a e au la tose se a a t ise pa  des douleu s a do i ales, des 

vomissements, des ballonnements et des flatulences. Elle peut aussi déclencher des nausées, des 

vomissements, des constipations, ainsi que des maux de tête, des pertes de concentration, des 

allergies diverses et des douleurs musculaires et articulaires (Matthews et al., 2005).  

 La malabsorption du la tose ’e t ai e epe da t pas essai e e t de s ptô es 

d’intolérance chez les sujets présentant un déficit en lactase. Pour les sujets en présentant, les 

symptômes cliniques apparaissent entre 1 et 3 h après consommation, sont intimement 

dépendants de la quantité de lactose ingérée et liés à d’aut es pa a t es ui e t à u e grande 

variabilité interindividuelle (EFSA Panel on Dietetic Products, Nutrition and Allergies, 2010). 

Contrairement au déficit e  la tase et à la ala so ptio  du la tose, le diag osti  de l’i tol a e 

au lactose ne peut pas être objectivement mis en évidence : il repose sur des symptômes 

auto-rapportés. 
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1.3. Seuil de tolérance et sévérité de l’i tol a e au la tose 

 Le seuil de tolérance au lactose 

 La volonté de mettre en évidence un seuil de tolérance au lactose dans la population 

i tol a te ’est pas e te : de nombreuses études ont été menées à ce sujet depuis plus de 40 

ans (Cavalli-Sforza et Strata, 1987 ; Cheng et al., 1979 ; Haverberg et al., 1980 ; Hertzler et al., 1996 

; Hertzler et Savaiano, 1996 ; Johnson et al., 1993 ; Jones et al., 1976 ; Kwon et al., 1980 ; Lisker et 

Aguilar, 1978 ; Lybeck Sørensen et al., 1983 ; Montalto et al., 2005 ; Newcomer et al., 1978 ; Paige 

et al., 1975 ; Rask Pedersen et al., 1982 ; Rorick et Scrimshaw, 1979 ; Stephenson et Latham, 1974 

; Suarez et al., 1995a, 1997 ; Vesa et al., 1996 ; Vesa, Lember, et al., 1997 ; Xenos et al., 1998). 

Pourtant, la première méta-analyse mettant en évidence une valeur seuil est récente. Cela 

s’e pli ue pa  u e h t ogénéité des études : certaines ne suivent pas les bonnes méthodologies, 

ta dis ue la plupa t ’utilise t pas les mêmes protocoles (critères de recrutement, méthodologie 

pou  alue  la s it  des s ptô es… . La di e sit  ph siologi ue o pli ue aussi 

l’ide tifi atio  d’u  tel seuil. 

 Id ale e t, u  la ge g oupe de sujets p se ta t u e i po ta te di e sit  d’âges et 

d’eth i it  devrait être recruté de façon aléatoire et testé pour sa malabsorption du lactose (les 

sujets ne présentant pas de malabsorption ne peuvent pas être intolérants). Les sujets devraient 

ensuite subir un test en double aveugle avec une dose physiologique maximale (50 g) ou un 

placebo, pour sélectionner les réels intolérants au lactose. Ces sujets sélectionnés devraient ensuite 

être testés en double aveugle avec une large gamme de concentration en lactose et un placebo 

pour déterminer le seuil de tolérance. Idéalement, pour simuler la réalité, le lactose devrait aussi 

être administré durant les repas et les symptômes devraient être recueillis quotidiennement. Dans 

la pratique, la plupart des études classent les sujets d’ap s leur capacité à absorber ou non le 

la tose selo  le sultat de leu  gl ie ou de la o e t atio  d’h d og e e pi , esu es 

après absorption de 30 à 50 g de lactose. En général, aucun contrôle de l’i tol a e des sujets 

malabsorbants ’est effe tu , la lassifi atio  étant uniquement basée sur les symptômes 

rapportés durant le test précédent. Certains sujets sont par conséquent considérés à tort comme 

intolérants au lactose : ils au aie t p se t  les es s ptô es ap s l’ad i ist atio  d’u  

produit exempt de lactose. Les laits exempts de lactose, souvent utilisés comme placebo, sont par 

ailleurs plus sucrés que les laits classiques (le glucose et le galactose libérés ont un pouvoir sucrant 

supérieur à celui du lactose). Certaines études ne prennent pas la peine de masquer cette 
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différence de goût, tandis que d’aut es e ploie t di e ses thodes pour y remédier (addition au 

lait d’ dul o a ts, de ho olat… . La fréquence de consommation, ainsi que sa répartition sur la 

journée diffèrent aussi grandement selon les études. Alors que la plupart emploient une unique 

dose de lactose administrée au petit déjeuner à jeun, certaines répartissent les prises sur la journée 

et les font coïncider ave  les epas. Cette g a de h t og it  da s les tudes e es jus u’alo s 

rend difficile le travail de synthèse. 

 La diversité physiologique des individus, qui entraine une large variabilité dans les doses de 

lactose tolérées, est un second challenge. Globalement, les perceptions symptomatiques de 

l’i tol a e au la tose d pe de t de la ua tit  de la tose i g e et de la tose o -absorbé, du 

t pe d’ad i ist atio  matrice alimentaire, prise de lactose au cours d'un repas ou à jeun...), de la 

vidange gast i ue, du t a sit i testi al, de la apa it  d’a so ptio  oli ue e  eau, de la 

fermentation des bactéries coliques mais aussi de la sensibilité viscérale du sujet. En effet, les sujets 

présentant un déficit en lactase conservent tout de même une activité résiduelle au niveau de la 

o du e e  osse de l’i testin grêle, très variable selon les individus. La quantité de lactose 

hydrolysé dépend aussi largement du temps de contact entre la lactase résiduelle et le lactose, et 

donc de la durée du transit intestinal. Les symptômes relèvent aussi largement de la quantité de 

lactose qui atteint le côlon : lo s ue seules de petites ua tit s l’atteig e t, les métabolites sont 

rapidement a so s pa  la u ueuse oli ue et la p essio  os oti ue ’est pas suffisante pour 

induire des diarrhées. À l’i e se, lo s ue de plus g a des ua tit s atteig e t le ôlo , la 

production de métabolites par la flo e oli ue d passe la apa it  d’a so ptio  de la u ueuse 

intestinale, induisant des diarrhées. Des différences de flores coliques et de muqueuse intestinale 

renforcent aussi ces variabilités interindividuelles. Enfin, les individus diffèrent dans leur réponse à 

une distension colique. Pour un même degré de distension, certains sujets ressentiront un 

inconfort, tandis que d’aut es e ressentiront aucune gêne (Wilt et al., 2010). 

 Malgré ces difficultés, deux méta-analyses majeures mettant en évidence le seuil de 

tolérance au lactose ont été conduites. La première (Savaiano et al., 2006) vise à déterminer la 

s it  de l’i tol a e au la tose chez des sujets présentant une malabsorption après ingestion 

de 7 à  g de la tose ia de l’eau, du lait ou des p oduits ali e tai es transformés. Cette analyse 

inclut 21 études aux essais croisés, randomisés, en aveugle, incluant des sujets sans problèmes 

gastro-intestinaux. Les auteurs ont conclu à des différences non significatives, ne permettant pas 

de distinguer une relation dose-réponse. Cependant, la sévérité des symptômes gastro-intestinaux 

rapportée par les sujets présentant une malabsorption ne diffère pas après une prise de 12 g de 
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la tose ou d’u  pla e o. À l’i e se, la o so atio  de  g de la tose e t ai e des s ptô es 

chez la plupart de ces sujets. La seconde méta-analyse (Wilt et al., 2010) a étudié la dose maximale 

tolérable par des sujets cliniquement diagnostiqués comme intolérants au lactose. Pour cela, 38 

études randomisées et croisées, menées entre 1968 et 2009 ont été sélectionnées. Ces études, 

méthodologiquement très hétérogènes, compliquent la mise en évide e d’u  seuil de tol a e. 

 Glo ale e t, d’ap s es diff e tes tudes, il appa ait tout de même que la plupart des 

individus intolérants au lactose tolèrent au moins 12 g de lactose en une seule dose, sans 

symptômes, ou seulement minimes. Pour des doses plus importantes, les symptômes liés à 

l’i tol a e de ie e t plus a u s, sauf si la o so atio  de la tose est répartie sur la 

journée et coïncide avec les repas. Dans ce cas, la plupart des intolérants tolèrent des doses 

comprises entre 20 et 24 g. La Figure 16, schéma bilan de notre étude, résume ces différents 

résultats. 

 

Figure 16 : Tolérance au lactose selon la quantité consommée et sa répartition sur la journée 

 La s it  de l’i tol a e au la tose 

 Pour mettre en évidence la réelle sévérité de l’i tol a e au la tose, la o positio  e  

lactose de produits alimentaires courants doit être prise en compte. Naturellement, le lactose est 

uniquement retrouvé dans le lait et les produits laitiers dérivant du lait. Mais du fait de ses 

propriétés techno-fonctionnelles intéressantes ; propriétés rhéologiques, faible pouvoir sucrant, 

peu fermentable par les levures (ce qui prévient la production de CO2 et d’ tha ol o  souhait e , 

le lactose est aussi de plus en plus utilisé en industrie alimentaire. Dans les aliments, le lactose est 

utilisé comme agent de brunissement (notamment dans le pain et les gâteaux), et comme agent 

texturant dans les préparations carnées telles que les saucisses, les hamburgers ou les dérivés de 
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poulet. Dans le domaine alimentaire, le lactose est aussi retrouvé dans certaines boissons, ainsi que 

dans les sauces en poudre à destination des restaurants et des traiteurs (Matthews et al., 2005). Le 

contenu en lactose de certains produits alimentaires courants est présenté en Tableau 8. 

Tableau 8 : Contenu en lactose de certains produits alimentaires courants 

 Lactose (g pour 100 g) Portion moyenne (g) Quantité de lactose par portion (g) 

Boisson énergisante 0,20 30,5 0,06 

Poisson pané 0,12 57 0,07 

Mozzarella 0,07 112 0,08 

Pain aux céréales 0,56 28,3 0,16 

Sauce salade 1,40 15 0,21 

Cheddar 0,18 132 0,24 

Crème fraîche 2,91 12 0,35 

Pudding à la vanille 1,80 28,3 0,51 

Gâteau au chocolat 0,46 138 0,63 

Cheeseburger 0,39 280 1,09 

Lasagnes 1,00 225 2,27 

Barre chocolatée 8,21 42 3,45 

Yaourt 2,54 170 4,32 

Lait entier 5,04 244 12,3 

 Les concentrations en lactose de ces différents produits varient de quelques traces 

(cheddar, mozzarella ou cheeseburger) à plus de 2 g pour 100 g dans les yaourts, le lait, la crème 

ou certaines barres chocolatées. En tenant compte de la composition en lactose des produits de 

consommation courante et du seuil de tolérance de la majorité des intolérants au lactose, ces 

derniers pourraient consommer 250 ml de lait ou encore 3 yaourts en une prise. En répartissant la 

consommation de lactose sur la journée et en la faisant coïncider avec les repas, la majeure partie 

de la population intolérante pourrait tolérer une part de lait entier, un cheeseburger, un yaourt, 

une barre de chocolat, ainsi que deux portions de cheddar. Des doses plus élevées peuvent même 

être tolérées si elles sont administrées tout au long de la journée et consommées en parallèle 

d’aut es p oduits ali e tai es. La ajo it  des i tolérants peuvent par exemple tolérer une dose 

de lait entier (250 ml), un cheeseburger, un yaourt, une barre de chocolat et deux portions de 

cheddar.  

En mettant en parallèle le contenu en lactose de produits alimentaires courants et la 

quantité de lactose pouvant être consommée sans effet, il apparaît que la fréquence et la sévérité 

de l’i tol a e au la tose sont certainement surestimées par le grand public. Deux principaux 
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facteurs peuvent expliquer cette surestimation : la confusion avec le syndrome de l’i testi  i ita le 

(SII) et l’effet o e o. Le SII touche 9 à 12 % de la population et se caractérise par des douleurs 

a do i ales h o i ues ou des i o fo ts, ui e peu e t s’e pli ue  pa  u e uel o ue 

anormalité organique ou biochimique (Drossman et al., 2002). Le type de repas, la caféine, le type 

et la quantité de fibres alimentaires, ainsi que les intolérances alimentaires sont les principaux 

facteurs influençant les symptômes (Burden, 2001). L’i tol a e au lactose ne déclenche pas le SII 

(Turnbull, 2000) mais les sujets irritables présentent souvent une sensibilité viscérale plus élevée 

du fait de l’effet lu i al du la tose (Sciarretta et al., 1984). De plus, les s ptô es de l’intolérance 

au lactose et du SII sont souvent très similaires (Vesa et al., 1998), rendant le diagnostic difficile. 

Une part importante des sujets présentant le SII sont aussi diagnostiqués comme intolérants au 

lactose (Alpers, 2006). Mais uel ues tudes o t o t  u’u  lait sa s la tose p o o uait les 

es s ptô es u’u  lait lassi ue hez des sujets diag osti u s o e intolérants au 

lactose. Dans ce cas, le SII est souvent la réelle cause des symptômes (Suarez et Levitt, 1996 ; Vesa 

et al., 1998). L’i tol a e au la tose est d’ailleu s aussi o fo due a e  l’alle gie au  p ot i es de 

lait de vache (APLV) : 20 % des patients avec des symptômes suggérant une intolérance au lactose 

souff e t e  alit  d’APLV (Lomer et al., 2008).  

 L’effet o e o, oppos  à l’effet pla e o, est u  ph o e ui se a a t ise pa  u e 

aggravation des symptômes liée à l’atte te d’u  sultat gatif. Plus précisément, les patients qui 

s’atte de t à des effets se o dai es a a t de p e d e u  di a e t o t plus de ha e de les 

développer que les autres (Benedetti et al., 2007). Ces attentes négatives tendent aussi à rendre le 

sujet plus attentif à ces potentiels effets secondaires, et à interpréter des éléments préexistants 

comme étant des sy ptô es asso i s à la p ise de di a e t ou d’ali e t (Morselli et Garattini, 

1970). Pour le grand public, le lactose est largement considéré comme étant potentiellement 

délétère (Vernia et al., 2010) et ette id e est d’ailleu s ela e pa  e tai s dias (Suarez et al., 

1995b). Ainsi, parmi les sujets attribuant des symptômes divers à la prise de lactose, 

indépendamment de la dose, beaucoup ne présentent en réalité aucune intolérance au lactose. 

Cette fausse id e e eau oup d’i di idus à stopper inutilement leur consommation de produits 

laitiers. Cela devient problématique lorsque certains parents qui se sont auto-diagnostiqués 

intolérants au lactose placent leurs enfants sous un régime restreint en lactose en pensant que 

cette condition est héréditaire. Ces individus tendent à être en deçà des doses recommandées en 

calcium et vitamine D, ce qui provoque potentiellement une diminution de la densité osseuse 

(Solomons et al., 1985). Pour les individus considérant le lactose comme délétère et pour ceux 

réellement intolérants à de faibles doses, des solutions ont été développées. 
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1.4. Les solutions apportées 

 Utilisatio  d’u e β-galactosidase 

 Faute de s tio  de LPH, des β-galactosidases exogènes peuvent être ajoutées dans le lait 

par le consommateur avant consommation ou bien être consommées e  pa all le d’u  epas 

contenant du lactose (Levitt et al., 2013). Ces enzymes peuvent être isolées à partir de différentes 

sources telles que les plantes, les organes animaux, les levures, les bactéries ou encore les 

champignons (Richmond et al., 1981). Les β-galactosidases utilisées dans le domaine alimentaire 

so t g ale e t d’o igi e i o ie e (Greenberg et Mahoney, 1981). Les e z es d’o igine 

fo gi ue, g ale e t p oduites pa  des sou hes d’Aspergillus niger et d’Aspergillus oryzae, ont 

un pH optimal compris entre 3 et 6 et une température optimale relativement élevée, comprise 

entre 50 et 60 °C. Du fait de leur appréciable activité en milieu acide, ces enzymes sont 

pa ti uli e e t effi a es da s l’esto a  et so t pa  o s ue t utilis es comme compléments 

alimentaires. Les enzymes issues de levures, généralement de Kluyveromyces lactis et 

Kluyveromyces marxianus, ont un pH optimal proche de la neutralité et une température optimale 

comprise entre 30 et 40 °C. Du fait de leur pH optimal neutre, ces enzymes sont particulièrement 

adaptées à l’h d ol se du la tose du lait. 

 Ainsi, quelques tudes o t alu  l’effi a ité de préparations enzymatiques commerciales 

visant à être ajoutées au lait juste avant consommation (Barillas et Solomons, 1987 ; Corazza et al., 

1992 ; Montalto et al., 2005 ; Payne et al., 1981 ; Rosado et al., 1984, 1986 ; Solomons et al., 1985).  

Tableau 9 : Études menées visant à évaluer l’effi a it  de p pa atio s enzymatiques utilisées dans du lait au 

moment du repas 

Étude 
Nombre 
de sujets 

Source 
Activité (ALU 

ou NLU) 
Quantité de 
lactose (g) 

Délai avant 
repas (min) 

Barillas et Solomons (1987) 27 
K. Lactis 

A. Oryzae 

Entre 2345 
et 13270 

12 0 

Corazza et al. (1992) 16 A. niger 3000 19,2 5 

Montalto et al. (2005) 30 K. lactis 3900 - 7800 20 5 

Rosado et al. (1986) 12 A. niger - 18 5 

Rosado et al. (1984) 38 
K. lactis 

A. niger 
- 18 0 

Solomons et al. (1985) 15 
K. lactis 

A. niger 
- 18 5 

 Globalement, une amélioration générale des symptômes ai si u’u e du tio  de 

l’h d og e e pi  o t t  ot es ap s o so atio  d’u  lait t ait , ais l’efficacité exacte de 
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tels produits este uel ue peu dis o da te. Cette dis o da e s’e pli ue p i ipale e t par le 

a ue d’ho og it  des études menées (Tableau 9). Les enzymes étudiées ’o t pas t  

produites par la même sou he, ’o t pas t  additio es au lait dans les mêmes proportions, et 

les études ont été menées sur un nombre de sujets limités. Cela entraine des difficultés à la mise 

e  ide e d’u e elle te da e.  

Des prépa atio s solides de β-galactosidases fongiques sont aussi disponibles 

commercialement. Ces préparations sont consommées juste avant ou durant le repas et 

permettent une hydrolyse du lactose durant la digestion gastrique. Malheureusement, assez peu 

d’ tudes ont examiné leur efficacité (Biller et al., 1987 ; DiPalma et Collins, 1989 ; Gao et al., 2002 

; Lin et al., 1993 ; Ojetti et al., 2010 ; Portincasa et al., 2008 ; Ramirez et al., 1994 ; Sanders et al., 

1992). Bie  ue e tai es d’e t e elles soulig e t leu  i t t, l’utilit  de telles p pa atio s este 

encore discutée. La plupart des études sont une nouvelle fois relativement difficiles à comparer du 

fait d’u e h t og it  da s de o eu  pa a t es dose de β-galactosidase, moment de 

supplémentation, quantité de lactose, méthodes pour évaluer la malabsorption… . Ces tudes o t 

aussi t  e es à petite helle et les doses d’e z es étudiées sont parfois vraiment très loin 

des recommandations récemment éta lies pa  l’EFSA (EFSA Panel on Dietetic Products, Nutrition 

and Allergies, 2009) (Tableau 10). 

Tableau 10 : Études menées visant à évaluer l’effi a it  de p pa atio s enzymatiques utilisées comme 

compléments alimentaires 

Étude 
Nombre 
de sujets 

Source  
Activité (NLU 

ou ALU) 
Quantité de 
lactose (g) 

Délai avant 
repas (min) 

Biller et al. (1987) 16 A. oryzae - 21,7 5 

DiPalma et Collins (1989) 10 A. oryzae 4000 50 0 

Gao et al. (2002) 10 
A. oryzae 

P. multicolor 
10000 18,3 0 - 30 

Lin et al. (1993) 31 
K. Lactis 

A. Oryzae 

A. niger 

3000 - 6000 20 - 50 0 

Ojetti et al. (2010) 60 A. oryzae 9000 25 15 

Portincasa et al. (2008) 134 A. oryzae 4623 - 7705 25 0 

Ramirez et al. (1994) 10 A. oryzae 6600 - 9900 18 0 

Sanders et al. (1992) 24 A. oryzae 9900 50 0 

 L’ tude in vitro de diff e tes β-galactosidases utilisées comme suppléments diététiques a 

montré une stabilité relativement basse en conditions gastro-intestinales, et plus particulièrement 

e  ilieu si ula t l’e i o e e t gast i ue. Les eilleu s sultats o t t  o se s pou  les 

enzymes présentant un enrobage entérique O’Co ell et Walsh, . Les enrobages entériques 



Digestion du lactose : étude bibliographique 

86 

sont généralement composés de matériaux sensibles au pH qui restent stables au pH gastrique et 

qui libèrent la mol ule d’i t t au pH i testi al (Carino et Mathiowitz, 1999). 

 Des recherches ont par conséquent été menées pour améliorer la stabilité des 

β-galactosidases. Plusieurs enzymes, jus u’alo s o  a a t is es, ont montré des propriétés plus 

i t essa tes ue les β-galactosidases commerciales. Cependant, la plupart de ces enzymes restent 

sensibles aux protéases digestives et au pH gastrique. Aussi, leur commercialisation dépend des 

règlementations en vigueur (Turner et al., 2011). Une autre solution développée pour accroître la 

sta ilit  de l’e z e a t  de odifie  hi i ue e t u e β-galactosidase commerciale issue 

d’Aspergillus oryzae. Un polymère hydrophobe (polyéthylène glycol) branché de 40 kDa a été greffé 

à l’e z e de faço  à e  u e zo e d’e o e e t st i ue autou  de l’e z e (Liu et al., 

2013). Cet e o e e t st i ue pe et de p e i  l’a tio  d’e z es digesti es e dog es et 

d’a lio e  la sta ilit  de l’e z e à de fai les pH, tout e  pe etta t au su st at d’attei d e le 

site a tif de la β-galactosidase (Turner et al., 2011). 

 Laits sans lactose ou à teneur réduite en lactose 

 Certains produits laitiers sont naturelle e t pau es e  la tose. C’est ota e t le as du 

fromage, dont une grande part du lactose est éliminé avec le lactosérum durant le procédé de 

fabrication. La prévale e de l’i tol a e au lactose, réelle ou non, a mené au développement de 

produits laitiers à teneur réduite ou sans lactose. Cela pe et da s le e te ps à l’i dust ie 

laiti e d’a u i  de ou eau  o so ateu s ui au aie t it  le lait. L’h d ol se e z ati ue 

et la filtration sont les deux principales approches permettant de produire industriellement du lait 

à teneur réduite en lactose et sans lactose. En Europe et aux États-Unis, aucune réglementation ne 

définit clairement le contenu en lactose résiduel de ces deux types de produits. L’EFSA a tout de 

e do  u  a is positif ua t à l’all gatio  sui a te : « La o so atio  d’ali e ts a e  u e 

teneur réduite en lactose aide à réduire les inconforts gastro-i testi au  aus s pa  l’a so ptio  de 

lactose chez les individus intolérants au lactose » (EFSA Panel on Dietetic Products, Nutrition and 

Allergies, 2011). Cette all gatio  a t  a ept e du fait d’u  la ge o e d’ tudes o ai a tes 

o t a t u e di i utio  de la p odu tio  d’H2 expiré et une amélioration des symptômes après la 

consommation de lait sans lactose comparé à un lait standard (Kies, 2014). 

 L’hydrolyse enzymatique du lactose contenu dans le lait de vache a débuté dans les années 

1970 suite à la disponibilité, à l’ helle i dust ielle, de β-galactosidases d’o igi e microbienne 

(Panesar et al., 2006). Aujou d’hui, la β-gala tosidase est l’u e des e z es les plus utilis es da s 
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le domaine alimentaire (Panesar et al., 2006). Différentes techniques sont utilisées industriellement 

pou  e e  à ie  l’h d ol se du la tose : l’utilisatio  d’u e e z e solu le, la réutilisation de 

l’e z e ou so  immobilisation. Le choix du procédé dépend de la nature du substrat, des 

a a t isti ues de l’e z e et du oût de p odu tio , du sto kage et du marketing du produit 

(Mahoney, 1997). Globalement, le oût du p o d  d’h d ol se est la ge e t li it  e  a a t 

recours à une enzyme immobilisée (Sprossler et Plainer, 1983). L’e z e est sou e t additio e 

à un lait pasteurisé qui est ensuite maintenu entre 6 et 8 °C du a t  à  h. Le deg  d’h d ol se 

est contrôlé en faisant varier la durée d’i u atio  et la te p atu e, ai si ue la dose d’e z e 

et dépend du type de produit voulu (sans lactose ou à teneur réduite) (Mahoney, 2002). Lorsque le 

deg  d’h d ol se atte du est attei t, le lait est t ait  the i ue e t pa  ult a-pasteurisation pour 

i a ti e  l’e z e et le produit est ensuite emballé. Pour améliorer le procédé et en limiter le coût, 

des recherches ont par ailleurs été e es pou  s le tio e  des β-galactosidases ayant une 

température optimale proche de la température de réfrigération (Stougaard et Schmidt, 2012). Une 

se o de thode d’h d ol se o siste à st ilise  u e petite ua tit  d’e z es (produite par 

Kluyveromyces lactis  pa  ult afilt atio  et à l’additio e  à u  lait UHT juste a a t l’ tape 

d’e allage asepti ue. Du a t le sto kage du lait au oi s  à  jou s  à température ambiante, 

une hydrolyse complète du lactose a lieu. Ce procédé est peu coûteux mais nécessite le recours à 

u e e z e t s pu e et e e pte d’a ti it  p ot ol ti ue (Mahoney, 2002). 

 Du fait du remplacement partiel du lactose par du glucose et du galactose (qui réagissent 

plus intensément avec la lysine que les diholosides), les produits obtenus par les méthodes 

enzymatiques sont très sensibles à des détériorations de type réaction de Maillard (Naranjo et al., 

2013). Ce brunissement dépend ainsi de la quantité de lactose hydrolysé (Ur-Rehman, 2009). 

L’h d ol se du la tose d’u  lait a aussi pou  o s ue e d’e  fai e d oître le point de 

congélation du fait d’u e aug e tatio  de la quantité de substances solubles (Antunes et al., 2014). 

Étant donné le pouvoir sucrant plus élevé du glucose et du galactose, les laits dont le lactose a été 

hydrolysé présentent aussi un caractère plus sucré. Ce caractère semble globalement assez peu 

apprécié par les consommateurs (Adhikari et al., 2010). Cette propriété permet cependant de 

li ite  l’ajout de sucre à certains produits tel que le lait au chocolat (Li et al., 2015). 

 La production de poudre de lait sans lactose est elle aussi possible. Le lactose du lait peut 

être partiellement ou totale e t h d ol s  pa  u e β-galactosidase avant le séchage. Ce procédé 

te d sou e t à d le he  d’i po ta ts u isse e ts e z ati ues du a t le sto kage, ausa t 

des changements de flaveurs, une réduction de la valeur nutritionnelle, une détérioration du goût 
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et des ph o es d’agglo atio . Une autre méthode consiste à additionner une 

β-galactosidase sèche à la poudre de lait, qui agirait lors de la réhydratation du produit. Mais des 

phénomènes de démixtion ont lieu durant le procédé et le stockage, déclenchant une distribution 

h t og e de l’a ti it  e z ati ue da s le p oduit et pa  o s ue t u e a iatio  da s 

l’effi a it  de l’h d ol se ap s h d atatio . U e ou elle thode a récemment été développée 

par un leader de l’i dust ie ali e tai e. La thode p opose de la ge  la β-galactosidase au lait 

et de s he  le la ge a a t le d ut de l’a tio  de l’e z e. Ai si, au u  u isse e t 

e z ati ue ’a lieu et l’e z e est pa tie de faço  ho og e da s le p oduit (Braun et 

Niederreiter, 2012). Ai si, l’e z e agit lo s de l’ tape de h d atatio  du p oduit. 

 Les techniques membranaires telles que la i ofilt atio  et l’ult afilt atio  so t aussi 

utilisées industriellement pour produire des laits sans lactose ou à teneur réduite, sans modification 

gustati e. L’ult afilt atio  pe et de ete i  l’i t g alit  des p ot i es, de la ati e g asse et 

seulement 30 % du lactose. Lorsque le concentrat de l’ult afilt atio  est dilu  da s l’eau pou  

attei d e la o e t atio  e  p ot i es et e  ati e g asse d’u  lait sta da d, le o te u en 

lactose est en deçà de 1,6 %. Le lactose résiduel est ensuite hydrol s  e z ati ue e t. D’aut es 

méthodes de filtration ont été brevetées par différentes compagnies pour obtenir des laits 

quasiment exempts de lactose. Mais certains acides aminés et minéraux, non liés à des protéines, 

sont perdus dans le filtrat (Grandison et Glover, 1994). 

 En 2011, le marché du sans lactose aux États-Unis et en Europe a augmenté de 100 % par 

rapport à 2007. Cette croissance est principalement due au marché européen qui a triplé en volume 

durant cette période. Les marchés sud-africain et asiatique représentent par ailleurs une réelle 

opportunité (Mellentin, 2012). 

 Consommation de laits fermentés et de yaourts 

 L’effet fi ue des p oduits laitie s fe e t s su  l’i tol a e au la tose a t  is e  

évidence dans les années 1970 (Gallagher et al., 1974). Plusieurs études ont été menées pour 

vérifier ce postulat et pour comprendre les mécanismes impliqués. Beaucoup de ces études se sont 

i t ess es à l’effet fi ue du aou t, u  lait fe e t  o te u pa  l’a tio  s ioti ue des 

cultures de Streptococcus thermophilus et de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. La plupart 

de es tudes o t o pa  l’effet d’u  aou t « frais » a e  des a t ies i a tes  à elui d’u  

aou t pasteu is  a e  peu ou pas de a t ies i a tes  et/ou de lait da s le ut d’ tudie  leu  

effet sur la digestion du lactose. Dans la plupart des tudes, le test à l’h d og e a été utilisé pour 
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évaluer la digestion : la p odu tio  d’hydrogène était significativement plus basse après 

o so atio  d’u  aou t « frais » u’ap s elle de lait et/ou de aou t pasteu is  (Dewit et al., 

1988 ; Kolars et al., 1984 ; Labayen et al., 2001 ; Lerebours et al., 1989 ; Marteau et al., 1990 ; 

Martini et al., 1991 ; Onwulata et al., 1989 ; Pelletier et al., 2001 ; Pochart et al., 1989 ; Rizkalla et 

al., 2000 ; Rosado et al., 1992 ; Savaiano et al., 1984 ; Varela-Moreiras et al., 1992). Certaines études 

ont aussi évalué les s ptô es de l’i tol a e au la tose : des symptômes moindres ont été notés 

après consommation de yaourt « frais » par rapport à la consommation de lait, mais aucune 

diff e e ’a té observée entre la consommation de yaourt « frais » ou pasteurisé (Kolars et al., 

1984 ; Onwulata et al., 1989 ; Pelletier et al., 2001 ; Rosado et al., 1992 ; Shermak et al., 1995). 

Ainsi, les bactéries du yaourt font décroître la malabsorption du lactose et améliorent les 

s ptô es de l’i tol a e au la tose. 

 La première explication proposée a été que le contenu en lactose du yaourt était inférieur 

à celui du lait (Gallagher et al., 1974). En réalité, bien que les bactéries métabolisent le lactose, le 

contenu en lactose du yaourt est très proche de celui du lait. Cela est en partie dû à la capacité 

limitée des bactéries à consommer le lactose (Adolfsson et al., 2004), et au fait que les yaourts sont 

souvent enrichis avec du lait en poudre (riche en lactose) de façon à augmenter la teneur en matière 

sèche (Kies, 2014). Ainsi, le contenu en lactose ne peut expliquer que partiellement la différence 

de tolérance entre yaourt et lait chez les intolérants au lactose. 

 L’effet des β-galactosidases produites par les bactéries du yaourt sur la digestion du lactose 

a été mis en évidence dans les années 1980 (Kolars et al., 1984). En fait, tant que la bactérie garde 

son intégrité, le lactose peut pénétrer la cellule via une perméase et être hydrolysé par des 

β-galactosidases endogènes (Adolfsson et al., 2004). La p se atio  de la β-galactosidase 

i o ie e du a t le passage gast i ue s’e pli ue pa  l’i po ta te apa it  ta po  du aou t 

(Savaiano, 2014). La p se e de ile a lio e aussi l’a ti it  de la β-galactosidase (Gilliland et Kim, 

1984), probablement en augmentant la perméabilité cellulaire et en permettant ainsi à plus de 

substrat de pénétrer la cellule bactérienne (Noh et Gilliland, 1994) ou e  li a t la β-galactosidase 

de la cellule bactérienne qui devient alors plus accessible (Hove et al., 1999). Ainsi, la structure de 

la paroi des bactéries joue un rôle primordial dans la dispo i ilit  de la β-galactosidase (Mustapha 

et al., 1997). 

 Enfin, la plupart des études ont montré que le pic de concentration en hydrogène après 

o so atio  d’u  aou t f ais tait plus ta dif u’ap s o so atio  de lait. Cela i di ue u e 

digestion plus lente du yaourt. Il a été suggéré que le prolongement du temps de transit 
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gastro-intestinal expliquait en partie la meilleure digestion du lactose issu de yaourts. Plus 

spécifiquement, alors que le transit gastrique est identique pour le yaourt et pour le lait, le transit 

au i eau de l’i testi  g le est plus le t pou  le aou t. Cela pe et d’a oître le temps de contact 

e t e le la tose et les e z es LPH et β-gala tosidases a t ie es  et ai si d’a lio e  le tau  

d’h d ol se du la tose (Kies, 2014). 

 Adaptation de la flore colique 

 Da s le as d’u e malabsorption du lactose, les bactéries coliques fermentent le lactose et 

produisent des AGCC et des gaz. Historiquement, cette fermentation a été perçue comme une 

ause des s ptô es de l’i tol a e au la tose. Cepe da t, le ôle i po ta t de la fe e tatio  

du lactose et des autres glucides non absorbables sur la santé colique humaine et le statut 

nutritionnel a été largement mis en évidence (Hertzler et al., 2013). Chez les sujets présentant une 

non-persistance de la la tase, la pe te d’a ti it  e z ati ue est d fi iti e : la poursuite de la 

o so atio  de la tose ’a aucun effet sur la production de LPH (Keusch et al., 1969 ; Reddy et 

Pershad, 1972 ; Sahi, 1994). Cependant, plusieurs études ont mis en évidence une amélioration des 

s ptô es de l’i tol a e au la tose ap s u e i t odu tio  g aduelle de la tose da s le gi e 

alimentaire (Habte et al., 1973 ; Johnson et al., 1993 ; Reddy et Pershad, 1972). Le rôle bénéfique 

de l’adaptatio  des a t ies oli ue a alo s t  p opos . Ap s la o so atio  p olo g e de 

diholosides non absorbables, plusieurs études ont montré une réponse plus faible au test à 

l’h d og e, u e a lio atio  des s ptô es et u e a ti it  a ue de la β-galactosidase fécale 

(Florent et al., 1985 ; Hertzler et al., 1996 ; Perman et al., 1981). En fait, l’a so ptio  p olo g e de 

la tose, la tulose et d’aut es glu ides o  a so a les sti ule t la oissa e ou l’a ti it  

métabolique de bactéries (bifidobactéries et bactéries lactiques notamment) qui peuvent 

fe e te  le la tose sa s p odu tio  d’h d og e. Aussi, la croissance de certaines bactéries 

p odu t i es d’h d og e Clostridia et Escherichia coli par exemple) est inhibée par la présence 

d’u e populatio  i po ta te de ifido a t ies (Hertzler et al., 2013). Cepe da t, l’a lio atio  

des s ptô es o se s da s es tudes ’est pas essai e e t li e à l’adaptatio  du ôlo , 

ais plutôt à u  effet pla e o. E  effet, l’a li atatio  au  p o du es d’essai e t e le test i itial 

et le dernier) permettrait de réduire la gravité des symptômes par diminution de la sensibilité 

viscérale ou par adaptation au système de notation (Briet et al., 1997). Ai si, le ôle de l’adaptatio  

de la flo e oli ue su  l’a lio atio  des s ptô es de l’i tol a e au la tose ’a pas e o e 

clairement été établi.  
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1.5. Conclusion 

 Le lactose, naturellement présent dans le lait des mammifères, est de plus en plus retrouvé 

da s les p oduits ali e tai es t a sfo s. Pou  t e a so  pa  l’o ga is e, il doit au p ala le 

être hydrolysé par la LPH, une enzyme ancrée dans la bordure en brosse des entérocytes. Mais 

g ti ue e t, l’a ti it  de ette e z e d oit hez  % de la populatio  o diale à l’âge 

adulte. Le la tose i g  ’est alors pas ou peu hydrolysé au i eau de l’i testi  g le et atteint le 

ôlo  où il est utilis  o e sou e d’ e gie pa  l’a o da te flo e o e sale. La présence 

intra-colique de produits de fermentation peut entrainer des douleurs abdominales, des 

ballonnements, des vomissements et des flatulences. Les perceptions symptomatiques de 

l’i tol a e au la tose sont variables selon les individus et dépendent principalement de la 

ua tit  de la tose i g e et de la tose o  a so , du t pe d’ad i ist atio , de la ida ge 

gast i ue, du t a sit i testi al, de la apa it  d’absorption colique en eau, de la fermentation des 

bactéries coliques mais aussi de la sensibilité viscérale. Du fait de la confusion entre l’APLV et le SII, 

couplée à l’effet o e o, la s it  et la p ale e de l’i tol a e au la tose so t p o a le e t 

surestimées par le grand public. En réalité, la vaste majorité des sujets intolérants au lactose 

tol e t jus u’à  g de la tose e  u e p ise et jus u’à  g lo s ue les p ises so t réparties sur la 

journée. 

 

Figure 17 : Objectif fixé pour le développement de formulations adaptées aux intolérants au lactose 
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 Da s le ad e de ot e tude, les sujets o so e t jus u’à 4 portions de 250 ml de 

lait ½ écrémé réparties sur la journée (Figure 17). Cela correspond à un apport de 1 litre de lait, soit 

e i o   g de la tose. L’o je tif se a pa  o s ue t de di i ue  et apport en lactose en deçà 

de 18 g. Pour cela, plusieurs solutions ont été étudiées. La première solution serait de conseiller 

aux consommateurs intolérants au lactose de recourir à un lait sans lactose ou à teneur réduite en 

lactose. Mais cette solution présenterait un coût supplémentaire pour le consommateur, ce qui 

’est pas souhaita le. L’i t t du e ou s à des a t ies p o ioti ues ’a pas e o e t  

lai e e t ta li pa  l’EFSA, tout o e le a is e de l’adaptatio  de la flo e oli ue. Ai si, la 

seule solutio  e isagea le pou  ot e appli atio  se ait l’ajout au p oduit d’u e β-galactosidase 

exogène qui agirait durant ou après sa réhydratation. 
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2. Étude de β-galactosidases 

  

 La fo ulatio  d’u  p oduit adapt  à la aste ajo it  des sujets i tol a ts au 

la tose essite l’ li i atio  d’e i o  deux tiers du lactose présent dans un lait ½ 

. Pou  ela, le e ou s à u e β-galactosidase exogène qui pourrait agir durant la 

réhydratation du produit, son refroidissement et/ou la digestion gastrique et intestinale 

est étudié. Dans un premier temps, les cara t isti ues des β-galactosidases 

commerciales, ainsi que le cadre législatif encadrant leur utilisation sont présentés dans 

une étude bibliographique. Dans un second temps, les deux enzymes commerciales 

s le tio es g â e à l’ tude i liog aphi ue so t aractérisées expérimentalement 

(activité enzymatique, température optimale et pH optimal). Dans un troisième temps, 

le potentiel hydrolytique de ces deux enzymes est étudié durant la réhydratation du 

produit, son refroidissement, sa digestion gastrique et intestinale. L’i flue e de 

diff e ts t aite e ts the i ues su  l’a ti it  des e z es est elle aussi tudi e. Une 

pré-séle tio  de l’e z e est alis e en étudiant ce potentiel de manière simplifiée : 

le produit étudié (formulation sèche réhydratée dans du lait ½ écrémé) est remplacé 

par une solution aqueuse simulant la composition du lait en minéraux et en lactose. En 

fonction du potentiel hydrolytique mis en évidence dans cette solution aqueuse, les 

enzymes seront ou non étudiées dans le produit classique. 
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2.1. Les β-galactosidases : étude bibliographique 

 Sources 

 Du fait de leurs multiples fonctions, les β-galactosidases sont largement répandues dans la 

nature. Elles sont produites par des animaux, végétaux et micro-organismes. Cependant, seules les 

lactases, sécrétées par certains micro-organismes et par la muqueuse intestinale des mammifères, 

so t apa les d’h d ol se  le la tose (Mahoney, 1997). Chez les a t ies et les le u es, l’e z e 

est généralement intracellulaire, tandis que chez les champignons, cette dernière peut être 

intra- ou extracellulaire. Les β-galactosidases suscitant un réel intérêt commercial, un nombre 

important de micro-organismes producteurs (levures, champignons et bactéries) a été évalué 

comme source potentielle (Mahoney, 2002). Une liste partielle figure en Tableau 11. 

Tableau 11 : Sou es de β-galactosidase hydrolysant le lactose, d’ap s Mahoney (2002) 

Levures Champignons Bactéries 

Candida pseudotropicalis Alternaria alternata Bacillus acidocaldarius 

Saccharomyces anamesis Aspergillus fonsecaeus Bifidobacterium bifidum 

Kluyveromyces bulgaricus Aspergillus niger Clostridium acetobutylicum 

Kluyveromyces fragilis Aspergillus oryzae Corynebacterium murisepticum 

Kluyveromyces lactis Neurospora crassa Enterobacter agglomerans 

Kluyveromyces marxianus Paecilomyces variotii Lactobacillus acidophilus 

 Penicillium conescens Pseudomonas jiuorescens 

 Plusieurs de es β-galactosidases ont été purifiées, séquencées et caractérisées. 

Cependant, peu de souches productrices sont utilisables pour la production de β-galactosidases à 

visée alimentaire. Actuellement, seules celles issues des levures Kluyveromyces lactis, 

Kluyveromyces marxianus (anciennement nommée Kluyveromyces fragilis), des champignons 

Aspergillus oryzae et Aspergillus niger et de la bactérie Bacillus circulans sont autorisées. Les 

enzymes issues de ces deux levures sont commercialisées par un certain nombre d’e t eprises 

(DSM Food specialties, Godo, Ch . Ha se , Ke , No oz es…  et p se te t des p op i t s 

biochimiques très proches. La β-gala tosidase issue d’Aspergillus Niger ’est plus o e ialis e, 

ta dis ue elle issue d’Aspergillus Oryzae est principalement commercialisée par Amano Enzyme 

Inc., et plus récemment par DSM food specialties. Enfin, la β-galactosidase issue de Bacillus 

circulans est utilisée industriellement pour son activité de transglycosylase et non pour son activité 

d’h d olase (Mahoney, 2002). Bien que ces enzymes soient déjà utilisées pour un bon nombre 

d’appli atio s, des e he hes so t toujou s e es pou  ett e en évidence de nouvelles 
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β-galactosidases présentant des caractéristiques intéressantes (thermostabilité, activité à basse 

te p atu e… . Ces e z es, issues d’o ga is es o  auto is s, pou aie t e suite t e lo es 

et exprimées chez des hôtes GRAS. Cependant, des tests approfondis sont nécessaires avant la mise 

su  le a h  de e t pe d’e z e. 

 Structure et mécanisme d’a tio  

 Les β-galactosidases font partie de la superfamille des glycoside-hydrolases (GH) et, selon 

l’ho ologie de leu  s ue e, des familles GH 1, GH 2, GH 35 ou GH 42 (Cantarel et al., 2009). 

L’e z e p oduite pa  la sou he d’Aspergillus Oryzae fait partie de la famille GH 35. Il s’agit d’u e 

enzyme monomérique, o stitu e de  sidus d’a ides a i s (Figure 18) et ayant une masse 

moléculaire moyenne de 110 kDa (Ito et al., 2002). 

 

Figure 18 : St u tu e de la β-galactosidase issue d’Aspergillus Oryzae, adapté de Maksimainen et al. (2013) 

 Comme toutes les GH, elle possède un domaine catalytique occupé par un to eau β 

e tou  d’h li es α et se le s’a ti ule  e  si  do ai es : le premier domaine (Asp40 - Thr397) (en 

rouge sur la Figure 18) correspond au domaine catalytique autour duquel les domaines 2 à 6 

forment un fer à cheval. Cette enzyme est supposée contenir 11 sites de N-glycosylation. Un seul 

se ait lo alis  à l’i t ieu  de la p ot i e, les aut es se aie t situés à sa surface. Trois chaînes 

glucidiques, riches en mannose, sont lo alis es à l’i te fa e des diff e ts do ai es. Cette 

localisation traduit le fait que les N-glycosylations permettent de stabiliser la structure du fait de 

liaisons hydrogènes. Ces chaînes glucidiques riches en mannose jouent aussi un rôle protecteur 

contre la protéolyse. En effet, certaines enzymes (la pepsine notamment) catalysent le clivage des 

liaisons entre des résidus hydrophobes et aromatiques. Or, ces résidus se trouvent protégés par les 

chaînes glucidiques (Maksimainen et al., 2013). 
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 Les β-galactosidases issues de Kluyveromyces Lactis et Kluyveromyces Marxianus (99 % 

d’ide tit  fo t pa tie de la fa ille des GH , tout o e la β-galactosidase la plus étudiée, celle 

issue d’Escherichia Coli. Elles se présentent sous la fo e d’u  tétramère, composé de deux 

dimères. Cha ue o o e est o stitu  de  sidus d’a ides a i s, poss de u e asse 

ol ulai e d’e i o   kDa et se o pose de  do ai es structuraux (Figure 19). 

 

Figure 19 : St u tu e de la β-galactosidase issue de Kluyveromyces Lactis, adapté de Pereira-Rodríguez et al. 

(2012) 

 Le domaine central (résidus 333 à 642, en vert clair sur la Figure 19), se présente sous la 

fo e d’u  tonneau α/β et o tie t le site a tif de l’e z e. La poche catalytique est formée par 

des résidus provenant des domaines 1, 3 et 5, qui façonnent u e a it  t s t oite  Å  d’e i o  

20 Å de profondeur (Pereira-Rodríguez et al., 2012). 

 L’h d ol se e z ati ue de la liaiso  gl osidi ue du la tose se fait pa  atal se a ide et 

nécessite 2 résidus particuliers : un donneur de proton et un nucléophile. Pour la plupart des 

β-galactosidases, il s’agit de sidus d’a ide gluta i ue. La première étape de l’h d ol se consiste 

en la formation du complexe enzyme-substrat : le u l ophile pe et la fo atio  t a sitoi e d’u e 

enzyme glycosylée, tandis que le donneur de proton permet le clivage de la liaison C-O du substrat 

et do  la li atio  du sidu de glu ose. L’e z e gl os l e agit da s u  se o d te ps a e  

un groupement hydroxyle, libérant ainsi le produit final de réaction et l’e z e sous sa fo e 

initiale (Figure 20) (Zhou et Chen, 2001). 
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Figure 20 : M a is e d’h d ol se du la tose pa  la β-galactosidase sécrétée par Kluyveromyces Lactis, 

adapté de Zhou et Chen (2001) 

 Dans une solution peu concentrée en lactose, l’eau est g ale e t u  accepteur plus 

compétitif que les autres glucides (lactose, glucose et galactose notamment). La molécule de 

galactose emprisonnée dans le site actif est alors libérée. À l’i e se, da s u e solutio  o e t e 

en lactose, la probabilité que les glucides agisse t e  ta t u’a epteu s est plus i po ta te et ela 

e t ai e ai si la fo atio  d’oligosides (Chen et Duan, 2015 ; López Leiva et Guzman, 1995 ; 

Mahoney, 1998 ; Rustom et al., 1998 ; Sheu et al., 1998). 

 Propriétés biochimiques 

 Selo  leu  sou e, les β-galactosidases microbiennes présentent des propriétés 

biochimiques différentes (Tableau 12). 

Tableau 12 : Propriétés catalytiques des β-galactosidases commerciales, d’ap s Dekker et Daamen (2011) 

Source pH optimal 
Température 
optimale (°C) 

Activateurs 
Km lactose 
(mmol.l-1) 

Ki galactose 
(mmol.l-1) 

A. oryzae 4,5 - 6 50 - 50 57 

K. lactis 6,5 - 7 35 K+, Mg2+, Mn2+ 15 42 

K. marxianus 6,5 - 7,5 37 K+, Mg2+, Mn2+ 14 28 

2.1.3.1. Effet du pH 

 L’a ti it  e z ati ue de la plupa t des e zymes dépend fortement du pH : des pH 

extrêmes peuvent avoir un effet de dégradation irréversible (dénaturation) su  l’e z e en 
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modifiant sa structure spatiale, par répulsion de groupements chargés puis par rupture de liaisons 

covalentes ou non. Le pH peut aussi odifie  l’ tat d’io isatio  du su st at s’il poss de des 

groupements polaires, voire l’ tat d’io isatio  de l’e z e elle-même. La elatio  e t e l’a ti it  

et le pH se traduit en général par une courbe en cloche, avec une branche ascendante acide, un pH 

optimum et une branche descendante basique (Combes et Monsan, 2009). Les β-galactosidases 

issues de levures (Maxilact® commercialisée par DSM et Lactozym® commercialisée par 

Novozymes) présentent un pH optimal très proche de la neutralité, généralement compris entre 6 

et 7 (Figure 21). Elles sont ainsi ie  adapt es à l’h d ol se du la tose du lait. L’a idifi atio  de leu  

environnement (à des pH compris entre 4,5 et 5) entraine u e pe te d’a ti it  totale. À l’i e se, 

les β-galactosidases issues de champignons (telles que la Lactase DS produite par Amano Enzymes 

Inc. et la Tole ase L™ p oduite pa  DSM  so t a ti es da s u  e i o e e t a ide, et le so t 

nettement moins dans un environnement neutre. Ainsi, elles sont principalement utilisées en tant 

que complément alimentaire pou  l’h d ol se du la tose da s l’esto a  (Dekker, 2011). 

 

Figure 21 : A ti it  de e tai es β-galactosidases commerciales en fonction du pH (données issues des fiches 

techniques des enzymes) 

2.1.3.2. Effet de la température 

 La température joue aussi un rôle primordial dans l’a ti it  d’u e e z e. La itesse i itiale 

d’u e a tio  e z ati ue oît e  effet guli e e t a e  l’aug e tatio  de la température, 

su  u e plage g ale e t o p ise e t e  et  °C. Cela s’e pli ue e  pa tie pa  l’agitatio  

moléculaire plus importante qui entraine une augmentation du nombre de collisions des molécules, 

mais surtout par une énergie de collision entre les molécules plus importante. Mais au-delà d’u e 

e tai e te p atu e, l’agitatio  the i ue des ol ules de sol a t du ilieu p o o ue la 

rupture de certaines liaisons, modifiant l’o ga isatio  de l’e z e ui pe d sa st u tu e te tiai e et 
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donc son activit  atal ti ue. L’e z e est alo s d atu e (Combes et Monsan, 2009). Ainsi, les 

β-gala tosidases d’o igi e fongique présentent une température optimale relativement élevée 

(généralement comprise entre 50 et  °C  et peu e t t e utilis es, selo  l’e z e, jus u’à des 

températures proches de 70 °C. À l’i e se, les β-galactosidases issues de levures présentent une 

température optimale comprise entre 30 et 40 °C et sont rapidement dénaturées à des 

températures supérieures (Figure 22). De par sa matrice, le lait peut toutefois présenter un effet 

stabilisant (Dekker et Daamen, 2011). 

 

Figure 22 : A ti it  de e tai es β-galactosidases commerciales en fonction de la température (données 

issues des fiches techniques des enzymes) 

 Quelques études ont par ailleurs mis en évidence un effet athermique du chauffage au four 

micro-ondes sur les propriétés structurales de certaines protéines (notamment globulaires), qui 

entrainerait leur précipitation (de Pomerai et al., 2003 ; Porcelli et al., 1997). Cependant, le contrôle 

de la te p atu e ’est pas suffisa t da s es t a au  pou  att i ue  es o se atio s à l’unique 

effet des micro-ondes (Ehlermann, 2002). 

2.1.3.3. Effet des inhibiteurs et des activateurs 

 Globalement, d’ap s les aleu s de la o sta te d’i hi itio  Ki) (Tableau 12), le galactose 

est un inhibiteur compétitif de toutes les β-galactosidases : il se o i e a e  l’e z e li e et 

empêche la liaison du lactose (Dekker et Daamen, 2011). Le glucose est quant à lui, à très haute 

concentration, un inhibiteur non-compétitif : il ’a pas d’effet su  la liaiso  e t e le su st at et 

l’e z e ais se lie de façon réversible et aléatoire sur différents sites de l’e z e, son caractère 

inhibiteur est par conséquent limité (Mahoney, 2002). En règle générale, les ions métalliques sont 

des inhibiteurs des β-galactosidases mais ce phénomène est intimement lié au milieu dans lequel 
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olue l’e z e ta po , la tos u  ou lait . Le potassium, le magnésium et le manganèse sont 

par ailleurs des activateurs des β-galactosidases issues des levures : ils augmentent la vitesse de 

a tio  atal ti ue sa s t e i pli u s da s la a tio  atal s e pa  l’e z e. Les 

β-gala tosidases fo gi ues e se le t d pe d e d’au u  a ti ateu  (Dekker et Daamen, 2011). 

Les p ot i es de lait pe ett aie t d’a ti e  et de sta ilise  les e z es issues de Kluyveromyces 

lactis et Kluyveromyces marxianus, tandis que le lait préchauffé, du fait de la libération de 

groupements -SH libres, a ti e lui aussi l’e z e (Jiménez-Guzmán et al., 2002). 

 Aspect réglementaire 

 Naturellement, les enzymes sont présentes dans les ingrédients utilisés pour la production 

d’ali e ts et so t pa  o s ue t historiquement considérées comme étant non toxiques. Elles ne 

présentent par conséquent pas de problèmes en matière de sécurité alimentaire. Cependant, le 

développement de nouvelles méthodes de production plus performantes, ainsi que l’utilisatio  de 

nouvelles sources d’e z es, telles que les micro-organismes génétiquement modifiés, ont conduit 

à l’utilisatio  d’e z es plus o ple es. Jus u’e  , les e z es ali e tai es ui ’ taie t pas 

utilis es e  ta t u’additifs ali e tai es ’ taie t pas gle e t es au i eau de l’U io  

européenne, mais seulement soumises aux législations respectives des États membres en tant 

u’au iliai es technologiques. Depuis 2009, les enzymes alimentaires sont encadrées par un 

gle e t eu op e  CE ° /  ui p oit l’ ta lisse e t d’u e liste positi e des e z es 

auto is es e  Eu ope. Cette p e i e ha o isatio  eu op e e s’appli ue a p og essivement 

d’i i à l’ho izo  , ais e s’appli ue a pas au  e z es à ut ut itio el et digestif. Dans la 

litt atu e, t s peu d’ tudes o t t  e es su  le seuil de to i it  de la β-galactosidase. Une 

étude a été réalisée su  u e β-galactosidase commerciale produite par une souche de 

Kluyveromyces Lactis (Coenen et al., 2000). La to i it  de l’e z e a t  tudi e hez la sou is. La 

NOAEL (No-observed-adverse-effect-level) est estimée à 10000 mg.kg-1 de masse corporelle par 

jour, soit 114000 NLU.kg-1 de masse corporelle par jour. En ce qui concerne les instances publiques, 

l’EFSA e o a de l’ajout de  NLU ou ALU par repas contenant du lactose (EFSA Panel on 

Dietetic Products, Nutrition and Allergies, 2009), tandis que Santé Canada préconise de ne pas 

dépasser 18000 LAU par repas, 1 à 3 fois par jour. 

 Conclusion 

 Globalement, seules deux souches microbiennes permettent la production de 

β-galactosidases commerciales utilisables dans le domaine alimentaire : la levure Kluyveromyces 
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Lactis et la moisissure Aspergillus Oryzae. Elles présentent des différences structurales et 

catalytiques. Les enzymes issues de la souche Kluyveromyces Lactis présentent généralement un 

pH opti al t s p o he de la eut alit , o p is e t e  et . L’a idifi atio  de leu  environnement 

pH i f ieu  à  e t ai e u e pe te d’a ti it  totale. Elles p se te t aussi u e te p atu e 

optimale comprise entre 30 et 40 °C et sont rapidement dénaturées à des températures 

supérieures. Les β-galactosidases sécrétées par Aspergillus Oryzae sont, quant à elles, actives à pH 

acide mais le sont nettement moins à pH neutre. Elles sont aussi relativement thermostables : leur 

température optimale est comprise entre 50 et 60 °C et elles sont sta les jus u’à e i o   °C. 

 

Figure 23 : Activité des enzymes KL et AO en fonction de la température et du pH, et comparaison aux 

conditions de vie du produit 

 Pou  ot e appli atio , l’e z e KL pourrait donc permettre une hydrolyse du lactose 

durant la phase de réhydratation, de refroidissement et/ou durant la phase intestinale, tandis que 

l’e z e AO pou ait pe ett e u e h d ol se da s l’esto a . L’a tio  de es deu  e z es se a 

donc étudiée durant la réhydratation, le refroidissement et la digestion gastro-intestinale (Figure 

23). Aussi, l’i flue e du t aite e t the i ue su  l’a ti it  de l’e z e se a étudiée. Enfin, la 

ua tit  d’e z e ajout e o espo d a à elle e o a d e pa  l’EFSA, à sa oi   ALU ou 

NLU par produit contenant du lactose. 
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2.2. Résultats et discussion 

Pou  appel, l’o je tif de ette tude est de d eloppe  uat e t pes de produits 

alimentaires (différant dans leur mode de préparation) adaptés à la grande majorité de la 

population intolérante au lactose. Pou  e fai e, deu  β-galactosidases ont été sélectionnées. Elles 

se o t tout d’a o d a a t is es : température optimale, pH optimal et paramètres cinétiques. 

Leur efficacité hydrolytique sera ensuite étudiée durant les différentes phases de la vie des quatre 

produits : h d atatio , ef oidisse e t, digestio  gast i ue et digestio  i testi ale. L’effet du 

traitement thermi ue de f e e su  l’a ti it  des e z es se a lui aussi tudi . Cela pe ett a 

fi ale e t de statue  ua t à la possi ilit  de e ou i  à l’u e ou l’aut e des e z es pou  attei d e 

l’o je tif i itiale e t fi . 

 Ca a t isatio  des β-galactosidases 

2.2.1.1. Détermination de la température optimale des β-galactosidases 

L’i flue e de la te p atu e su  l’a ti it  de l’e z e KL et de l’e z e AO a été étudiée 

en solution SMUF lactosée (48 g.l-1) respectivement à pH 6 et pH 5. D’ap s la Figure 24, la 

température optimale de l’e z e AO est de  °C, ta dis ue elle de l’e z e KL est d’e i o  

45 °C. Ces données sont globalement en accord avec celles du fournisseur (Figure 22), même si 

l’e z e AO présente une température optimale légèrement inférieure à celle attendue (60 °C). 

 

Figure 24 : Activité des enzymes KL et AO en fonction de la température 

Au-delà de  °C, l’a ti it  des deu  e z es di i ue apide e t puis u’à  °C, elle ’est 

plus ue de ,  % pou  l’e z e la plus the osta le. E  deçà de  °C, l’a ti it  des deux enzymes 

diminue plus lentement pou  attei d e e t e  et  % d’a ti it  à  °C. D’ap s es p e ie s 
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l e ts, il se le ait ue l’e z e KL soit plus à e d’h d ol se  le la tose du a t l’ tape de 

réhydratation (dont la température est généralement comprise entre 12 et 20 °C), ainsi que durant 

le passage gastro-intestinal (température proche de 37 °C) dans le cas où elle ne subit pas de 

traitement thermique ui pou ait s’a e  d l t e à so  a ti it . L’e z e AO serait quant à 

elle plus thermorésistante et pourrait potentiellement permettre une hydrolyse du lactose dans les 

conditions gastro-intestinales après un traitement thermique. 

2.2.1.2. Détermination du pH optimal des β-galactosidases 

L’i flue e du pH su  l’a ti it  de l’e z e KL et de l’e z e AO a été étudiée en solution 

SMUF lactosée (48 g.l-1  espe ti e e t à  et  °C. D’ap s la Figure 25, l’a ti it  des deu  

enzymes est très différente en fonction du pH.  

 

Figure 25 : Activité des enzymes KL et AO en fonction du pH 

 L’e z e AO présente une activité optimale à pH 4,5. Cette activité décroît 

progressivement pour des pH inférieurs à 4,5 (à pH , l’a ti it  de l’e z e est p o he de  % , 

tout comme dans le cas de pH supérieurs (à pH 8, l’a ti it  est p o he de  % . L’e z e KL 

présente quant à elle une activité optimale à des pH compris entre 6 et 7. À des pH inférieurs à son 

pH opti al, l’a ti it  de l’e z e su it u e hute o sid a le. Elle est d’e i o   % à u  pH de 

5,5 et nulle pour des pH égaux ou inférieurs à 5. Pour des pH supérieurs à son pH opti al, l’a ti it  

de l’e z e aisse p og essi e e t : elle est d’e i o   % à un pH de 8. Ces données sont 

globalement en accord avec celles données des fournisseurs (Figure 21). Au vu de ces premiers 

résultats, il semble ait ue l’e z e KL soit plus à e d’h d ol se  le la tose durant la 

réhydratation ou le refroidissement du produit (pH proche de 7) ou durant le transit intestinal (pH 

généralement compris entre 6 et 7) à o ditio  u’elle e soit pas d atu e lo s de la digestio  
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gastrique (pH généralement inférieur à 5). À l’i e se, l’e z e AO semble présenter une meilleure 

activité à un pH correspondant à celui du début de la digestion gastrique. 

2.2.1.3. Détermination des paramètres cinétiques des β-galactosidases 

 Les pa a t es i ti ues d’u e e z e pe ette t de d fi i  so  effi a it . La constante 

de Mi haelis esu e l’affi it  de l’e z e pou  so  su st at et correspond à la concentration de 

su st at apa le de satu e  la oiti  des sites atal ti ues de l’e z e. E p i e tale e t, ette 

concentration est égale à la moitié de celle requise pour atteindre le Vmax. Ainsi, plus le Km est élevé, 

plus l’affi it  de l’e z e pour son substrat est faible. Pour rappel, les paramètres cinétiques de 

l’e z e so t d te i s e  faisa t l’h poth se ue les deux enzymes sont michaeliennes. Les 

produits de réaction, galactose et glucose, étant respectivement des inhibiteurs compétitifs et 

non-compétitifs, seuls des paramètres cinétiques apparents peuvent être estimés (Tableau 13, 

Figure 26, Figure 27). 

Tableau 13 : Paramètres cinétiques des enzymes AO et KL 

  Vmax apparent (mol.l-1.s-1) Km apparent (mol.l-1) 

Enzyme AO 1,47.10-4 0,0132 

Enzyme KL 3,18.10-4 0,0303 

  

 

Figure 26 : A ti it  de l’e z e KL e  fo tio  de la o e t atio  e  la tose 

Les valeurs des constantes cinétiques apparentes obtenues expérimentalement sont en 

accord avec celles données dans la littérature. D’ap s les aleu s du Km apparent, l’affi it  est plus 

i po ta te e t e le la tose et l’e z e AO, u’e t e le la tose et l’e z e KL. L’e z e AO sera 

donc saturée à des o e t atio s e  la tose i f ieu es à elles de l’e z e KL. Pou  ot e 
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appli atio , la o e t atio  i itiale e  su st at est d’e i o  ,  ol.l-1 : ainsi, contrairement à 

l’e z e KL, l’e z e AO au a attei t sa itesse a i ale. L’o je tif est d’o tenir, en fin de 

réaction, une concentration finale proche de 0,05 mol.l-1 de lactose : là e o e, alo s ue l’e z e 

AO présente une vitesse quasiment a i ale, l’e z e KL p se te u e itesse la ge e t 

inférieure à sa vitesse maximale. Ainsi, pour notre application, les deux enzymes semblent 

équivalentes. 

 

Figure 27 : A ti it  de l’e z e AO e  fo tio  de la o e t atio  e  la tose 

 Étude de l’h d ol se du la tose du a t l’ tape de h d atatio  

Pour rappel, l’ tape de réhydratation, commune aux 4 types de produits (Figure 1), 

correspond à la dissolution de 25 g de formulation sèche dans 250 ml de lait ½ écrémé. Cette étape 

se déroule à température ambiante (environ 20 °C) et à un pH de 7. L’id al se ait u’u e des deu  

e z es tudi es pe ette d’attei d e l’o je tif fi   g ou oi s de la tose pa  lit e de p oduit  

durant cette étape. Cela pe ett ait e  effet de s’aff a hi  de la variabilité liée aux traitements 

thermiques ou au passage gastro-intestinal du produit. 

Da s u  p e ie  te ps, l’h d ol se du la tose pa  les deu  β-galactosidases est étudiée en 

solutio  SMUF la tos e, da s les o ditio s de te p atu e et de pH de l’étape de réhydratation. 

Les résultats sont donnés en Figure 28. D’ap s cette figure, l’e z e KL pe et une meilleure 

h d ol se du la tose ue l’e z e AO, do t l’a ti it  est quasiment nulle. Cette observation est en 

accord avec les conditions optimales (pH et température) de chacune des deux enzymes. Mais 

glo ale e t, d’ap s es sultats, l’e z e KL est loi  de pe ett e d’attei d e l’o je tif 

initialement fixé : au bout de 3 min du e o e e de l’ tape de h d atatio , la concentration 

en lactose du milieu est e o e d’e i o   g.l-1. Même au bout de 5 min, la concentration en 

0,E+00

4,E-05

8,E-05

1,E-04

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3

V
it

es
se

 (
m

o
le

s 
d

e 
gl

u
co

se
 li

b
ér

ée
s 

p
ar

 
se

co
n

d
e 

et
 p

ar
 li

tr
e 

d
e 

so
lu

ti
o

n
)

[lactose] (mol.l-1)

Vitesse expérimentale
Vitesse théorique



Étude de β-galactosidases 

106 

lactose est encore trop élevée pour répondre aux exigences de la population intolérante au lactose : 

au lieu de 18 g.l-1, elle est encore de 28 g.l-1. 

 

Figure 28 : Ci ti ue d’h d ol se du la tose e  solutio  SMUF da s les o ditio s de l’ tape de h d atatio  

Pou  attei d e l’o je tif fi  du a t l’ tape de h d atatio , deu  solutio s so t e o e 

envisageables : préconiser aux consommateurs une durée de réhydratation plus longue ou ajouter 

une plus grande quantité d’e z e. Après discussion avec la société finançant ce projet, 

l’aug e tatio  de la du e de h d atatio  ’est pas e isagea le : dans des conditions de 

consommation réelles, le consommateur attendra difficilement plus de 3 min avant de consommer 

son produit. E  esta t da s des ua tit s d’e z es alistes ta t d’u  poi t de ue 

gle e tai e u’ o o i ue , la se o de solutio  pa ait plus e isagea le. En appliquant un 

facteur de sécurité à la NOAEL (paragraphe 2.1.4 de ce chapitre) et en prenant en compte le facteur 

o o i ue, u e ua tit  d’e z e p se ta t u e a ti it  de  NLU ou ALU pourrait être 

ajoutée dans chaque produit (soit 2,9 fois plus que la quantité utilisée pour la cinétique présentée 

en Figure 28). La réhydratation du produit dans du lait ½ écrémé est par conséquent réalisée en 

présence de 13000 NLU ou ALU. La concentration en lactose du produit est mesurée avant ajout 

de l’e z e et après 3 min de réhydratation. Les résultats sont présentés dans le Tableau 14. 
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Tableau 14 : Concentration en lactose du produit réhydraté avant et après action des enzymes KL et AO 

(13000 NLU ou ALU) 

Temps (min) 
Concentration en lactose (g.l-1)  

Enzyme AO Enzyme KL 

0 48,4 ± 2,5 50,1 ± 2,3 

3 49,1 ± 2,4 33,0 ± 3,6 

 

Malg  l’ajout de  ALU pa  p oduit, l’e z e AO e p se te toujours aucune activité 

durant les 3 min de réhydratation. Cette observation est plutôt en accord avec les résultats obtenus 

lo s de l’ tude du pH opti al de l’e z e : cette dernière possède en effet un pH optimal de 4,5, 

ce qui est relativement éloigné du pH 7 du produit réhydraté. L’e z e KL p se te, quant à elle, 

une activité per etta t l’o te tio  d’u  p oduit a a t u e o e t atio  d’e i o   g.l-1 à la fin 

de l’ tape de h d atatio . Étonnamment, alg  la ua tit  plus i po ta te d’e z e pla e 

dans le produit, celle- i ’e t ai e pas u e h d ol se du la tose significativement supérieure 

(P > 0,05 . Cela s’e pli ue e tai e e t pa  la diff e e de ilieu : la cinétique précédente a été 

réalisée dans une solution SMUF, tandis que les résultats du Tableau 14 ont été obtenus dans le 

produit réhydraté. Ainsi, bie  u’elle p se te u e eilleu e a ti it  ue l’e z e AO, l’e z e KL 

est loi  de pe ett e d’attei d e l’objectif initialement fixé. Pour mettre en évidence l’a ti it  

enzymatique nécessaire à cela, la réhydratation du produit est réalisée avec des quantités 

d’e z es KL croissantes (Tableau 15).  

Tableau 15 : Lien entre l'activité enzymatique et la teneur en lactose du produit réhydraté après 3 min de 

réhydratation 

Activité enzymatique (NLU/produit) Teneur en lactose (g.l-1) 

20000 28,0 ± 1,4 

25000 22,1 ± 0,9 

30000 16,8 ± 0,3 

40000 11,3 ± 1,2 

D’ap s le Tableau 15, l’a ti it  e z ati ue essai e à l’o te tio  d’u  p oduit 

réponda t à l’o je tif fi  se ait d’e i o   NLU par produit. Cette activité, entre 6 et 7 fois 

supérieure aux recommandatio s de l’EFSA, est la ge e t t op i po ta te, ta t su  le pla  

économique que règlementaire. Ai si, il se le ait ue l’ tape de h d atatio  seule ne permette 

pas l’o te tio  de produits convenant à la majorité de la population intolérante au lactose. 
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Pou  le p oduit de t pe , l’a ti it  des deu  e z es de a do  t e tudi e da s des 

conditions simulant les conditions gastro-intestinales. Pour le produit de type , l’a ti it  des 

e z es se a tudi e da s les o ditio s de ef oidisse e t. L’i flue e des traitements 

thermiques sur les enzymes sera dans le même temps étudiée pour les produits de type 3 et 4 

(Figure 1). 

 Étude de l’h d ol se du la tose du a t l’ tape de refroidissement 

Seuls les produits de type 2 et 4 subissent une étape de refroidissement : cette dernière 

intervient respectivement juste après réhydratation, et après réhydratation et traitement 

thermique. Elle consiste généralement en un stockage à température réfrigérée (4 °C) entre 30 et 

240 min. L’h d ol se du la tose pa  les e z es AO et KL a pa  o s ue t t  sui ie e  solutio  

SMUF (pH 7), à 4 °C durant 6 h. Les résultats sont présentés en Figure 29. 

 

Figure 29 : Ci ti ue d’h d ol se du la tose e  solutio  SMUF da s les o ditio s de l’ tape de 

refroidissement 

 D’ap s la Figure 29, alg  la te p atu e f ig e, l’e z e KL pe et u e t s o e 

hydrolyse du lactose. Ainsi, au bout de 3  i  de a tio , la te eu  e  la tose de la solutio  ’est 

plus que de 11,9 g.l-1, ce qui est particulièrement encourageant. Au bout de 2 h seulement, la teneur 

e  la tose est ulle. L’e z e AO p se te ua t à elle u e effi a it  largement inférieure : la 

teneur en lactose est encore de 36,9 g.l-1 au bout de 30 min, de 19,5 g.l-1 au bout de 3 h et de 

11,4 g.l-1 au bout de 6 h. 

 L’effi a it  de l’e z e KL sugg a t la possi ilit  de so  utilisatio  pou  le p oduit de t pe 

2 voire de type 4, son action a été étudiée dans le produit, à savoir la formulation sèche réhydratée 
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dans du lait ½ écrémé. Dans ces conditions, le refroidissement inclut aussi une étape rapide de 

réhydratation de 30 s. Les résultats sont présentés en Figure 30. 

 D’ap s la Figure 30, ie  ue l’effi a it  de l’e z e KL soit l g e e t oi d e da s le 

produit réhydraté que dans la solution SMUF, elle permet une hydrolyse totale du lactose en 3 h. 

Au bout de 30 min, la teneur en lactose du produit est déjà inférieure à 18 g.l-1 : un tel produit serait 

donc adapté à la population intolérante au lactose. Or, le produit de type 2 étant généralement 

stocké entre 30 et 240 min à 4 °C, il semble ait ue l’ajout de  NLU d’e z e KL pe ette 

l’o te tio  d’u  p oduit t pe  o e a t à la ajo it  de la populatio  i tol a te au la tose. 

Avant de statuer quant à la possibilité de recourir à cette enzyme pour le produit de type 4, il faudra 

étudie  l’i flue e du t aite e t the i ue de f e e su  l’e z e KL. 

 

Figure 30 : Ci ti ue d’h d ol se du la tose da s le p oduit réhydraté da s les o ditio s de l’ tape de 

refroidissement 

 Étude de l’i flue e du t aite e t the i ue su  l’a ti it  des β-galactosidases 

Le produit, une fois réhydraté, subit généralement un traitement thermique dans un four à 

micro-ondes (produits de type 3 et 4). Différents traitements thermiques ont été étudiés de façon 

à a oi  u e id e glo ale de l’i flue e de la uisso  su  l’a ti it  atal ti ue des e z es. Les 

paramètres de ce traitement ont été définis selon les caractéristiques des fours à micro-ondes 

ménagers vendus dans le commerce (paragraphe 3.5 du chapitre 1). Ainsi, le traitement thermique 

le plus intense o espo d à l’e oi d’une puissance de 800 W durant 2 min. D’aut es t aite e ts 

plus « doux », détaillés dans le paragraphe 3.5 du chapitre 1 sont aussi étudiés. 
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Certains facteurs, tels que la teneur en eau du produit ou encore sa composition en matière 

grasse ou en sels, influencent les propriétés d’ hauffe e t du produit. L’aptitude glo ale d’u  

at iau à s’ hauffe  sous l’a tio  d’u  a o e e t i o-ondes est qualifiée par le facteur de 

pe te di le t i ue ’’. Les p oduits a a t u  fa teu  de pe te i férieur à 0,1 ne se prêtent pas au 

chauffage par micro-ondes, tandis que ceux présentant un facteur compris entre 0,1 et 1 

essite t u e ise e  œu e pa ti uli e ’est le as des o ps g as ota e t . E fi , pou  les 

produits ayant un facteur de perte sup ieu  à , l’ hauffe e t pa  i o-ondes est facile et 

rapide. Le facteur de perte diélectrique peut être décomposé en deux phénomènes : la polarisation 

et la friction. La constante diélectrique ( ’) traduit la faculté du matériau à se polariser, tandis que 

la f i tio  se a ifeste pa  le l ge  eta d p is pa  les at iau  pola is s pou  s’o ie te  ap s 

l’appli atio  du ha p le t i ue. Ce d phasage est ep se t  pa  l’a gle de pertes (). Le Tableau 

16 présente les propriétés diélectriques de certains produits laitiers. 

Tableau 16 : Propriétés diélectriques de produits laitiers à une fréquence de 2450 MHz, d’ap s Kudra et al. 

(1992) 

Produit 
Composition du produit (% massique) 

’ ’’ 
Mat. grasse Protéines Lactose Eau 

Eau distillée 0 0 0 100 78,0 13,4 

Eau + lactose (4 %) 0 0 4,0 96,0 78,2 13,7 

Eau + lactose (7 %) 0 0 7,0 93,0 77,3 14,4 

Eau + lactose (10 %) 0 0 10,0 90,0 76,3 14,9 

Lait entier 3,17 3,25 4,79 88,1 68,0 17,6 

Lait ½ écrémé 0,94 3,31 4,93 90,1 70,6 17,6 

Théoriquement, la montée en température du lait est plus rapide que celle de l’eau distill e. 

Cette différence est notamment influencée par les ions, le lactose et les protéines qui composent 

le lait. Le lactose entraine par exemple une légère, mais notable, augmentation du facteur de perte 

diélectrique : ela peut t e att i u  à l’e pulsio  d’eau « libre » et à la stabilisation des liaisons 

hydrogènes de la molécule. Les protéines jouent un rôle plus marqué : l’aug e tatio  du fa teu  

de perte peut être att i u e à la o du ti it  io i ue et plus pa ti uli e e t à l’a uisitio  d’u  

moment dipolaire par les protéines suite à leur hydratation. De même, la présence de sels influence 

positivement le facteur de perte via une conductivité ohmique (Kudra et al., 1992). 

Pa  o s ue t, la o t e e  te p atu e de  l d’eau distill e, de SMUF o te a t 

du lactose (48 g.l-1) et de lait a été étudiée au cours du temps et en fonction des différents 

traitements thermiques. Malgré la légère différence de propriétés diélectriques données en 
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Tableau 16, aucune différence da s l’ olutio  de la te p atu e ’a t  o se e e t e les 

différents milieux. Son évolution moyenne pour les trois milieux est donnée en Figure 31. 

Entre 0 et 20 s, la montée en température du produit est globalement identique pour les 

quatre derniers cycles étudiés : le produit, initialement à 19 °C, atteint une température proche de 

30 °C. Le fait que ces cycles débutent par une période « ON » justifie cette observation. Pour le 

premier traitement thermique (« 20 % ») la température atteinte au bout de 20 s est légèrement 

inférieure à 25 °C. Après ces 20 p e i es se o des, l’ olutio  de la te p atu e est glo ale e t 

linéaire pour les diff e ts t aite e ts. Des a iatio s de te p atu e, li es à l’alte a e de les 

ON/OFF, sont tout de même observables pour les quatre premiers cycles étudiés. Au bout des 2 min 

de t aite e t, es i  les pe ette t au p oduit d’attei d e des températures respectives de 

33, 45, 60, 74 et 93 °C. 

 

Figure 31 : É olutio  de la te p atu e au sei  de l’ ha tillo  selo  le le de t aite e t the i ue 

E  te a t o pte de l’a ti it  des e z es KL et AO e  fo tio  de la te p ature (Figure 

24), d’importantes pertes sont à prévoir pou  l’e z e KL à pa ti  du t aite e t « 60 % » et du 

traitement « 80 % » pou  l’enzyme AO qui est plus thermostable. Dans un premier temps, les 

enzymes AO et KL o t espe ti e e t t  tudi es da s de l’eau et du ta po  PEM pH ,  et 

leur activité après traitement thermique a été mesurée à l’aide du test à l’ONPG. Les sultats so t 

présentés en Figure 32. 

Le premier traitement thermique (« 20 % »  e t ai e u e pe te d’a ti it  d’e i o   % 

pou  l’e z e AO et au u e pe te pou  l’e z e KL. Pou ta t, le t aite e t the i ue su i pa  

l’e z e est pa ti uli e e t « doux » : le produit atteint en effet une température de 28 °C au 

bout de 60 s et une température de 33 °C en fin de traitement. Ces températures, largement en 

deçà de la te p atu e opti ale de l’e z e  °C  e de aie t pas e t ai e  de d atu atio  
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de l’e z e e  u  te ps aussi ou t. Il e  est d’ailleu s de e pou  les t aite e ts the i ues 

suivants : le cycle « 40 % » entraine une perte de 20 et de 23 % respectivement pour les enzymes 

AO et KL. Pou ta t, la te p atu e attei te au out de  s ’est ue de  °C et elle attei te à la 

fin du t aite e t the i ue ’est ue de  °C. Pou  le t aite e t « 60 % », les pe tes d’a ti it  

s’a e tue t e o e : respectivement, les enzymes AO et KL ont perdu 55 et 100 % de leur activité 

i itiale. U e pe te d’a ti it  de l’e z e KL tait atte due du fait de la température élevée atteinte 

e  fi  de le  °C  et de sa elati e the ose si ilit . À l’i e se, la pe te d’a ti it  o se e 

pou  l’e z e AO ’ tait pas atte due. Pou  les t aite e ts sui a ts, u e pe te uasi e t totale 

de l’a ti it  est observée pour les deux enzymes : des températures finales de 74,3 et de 93,3 °C 

sont respectivement atteintes pour les traitements « 80 % » et « 100 % ». 

 

Figure 32 : Activité enzymatique résiduelle selon les différents cycles de traitements thermiques en solution 

aqueuse ou tamponnée 

 Trois principaux facteurs pourraient expliquer ces pertes inattendues. Tout d’a o d, lo s de 

traitements thermiques, la plupart des enzymes sont stabilisées par la présence de leur substrat 

qui empêche leur agrégation (Iyer et Ananthanarayan, 2008). Cette propriété a notamment été 

ise e  ide e pou  les β-galactosidases (Yang et al., 1994). Ainsi, contrairement aux 

expérimentations ayant permis de ett e e  ide e la te p atu e opti ale de l’e z e 

(Paragraphe 2.2.1.1), les e p i e tatio s p de tes o t t  alis es e  l’a se e de la tose 

ou de tout autre substrat de l’e z e. Cela pourrait en partie expliquer la dénaturation prononcée 

des deux enzymes. Un effet athermique du chauffage au four micro-ondes sur les propriétés 

structurales des enzymes pourrait entrainer leur précipitation (de Pomerai et al., 2003 ; Porcelli et 

al., 1997). Cependant, dans les travaux mettant en évidence un tel phénomène, le contrôle de la 

te p atu e ’est pas suffisa t pou  att i ue  es o se atio s à l’u i ue effet des i o-ondes 
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(Ehlermann, 2002). Ai si, pou  l’heu e, aucun effet athermique des micro-ondes sur la structure 

des p ot i es ’a t  is e  ide e. Un dernier facteur expliquant la dénaturation prématurée 

de l’e z e AO pourrait être le pH. En effet, le traitement thermique est réalisé à un pH proche de 

7 (correspondant au pH du produit après réhydratation), ce qui est particulièrement éloigné du pH 

opti al de l’e z e AO pH , . Ai si, e pH pou ait da s u  p e ie  te ps d le he  u e 

pulsio  e t e les g oupe e ts ha g s de l’e z e AO (Kishore et al., 2012) et l’appli atio  de 

températures modérées à élevées pourrait par la suite entrainer plus aisément son déploiement et 

son agrégation. L’ tude des e z es da s u e solutio  SMUF contenant 48 g.l-1 de lactose parait 

donc essentielle pou  statue  su  l’ e tuel effet fi ue de la p se e du su st at de réaction 

su  l’a ti it  des deu  e z es. Les sultats de ette tude so t do s e  Figure 33 et sont 

comparés aux résultats obtenus précédemment. 

 

Figure 33 : Activité enzymatique résiduelle selon les différents cycles de traitements thermiques en solution 

SMUF lactosée (48 g.l-1) 

 En solution SMUF et en présence de lactose, le premier traitement thermique (« 20 % ») 

’e t ai e au u e pe te d’a ti it  pou  ha u e des deu  e z es. E  ilieu a ueu , la pe te e  

a ti it  de l’e z e AO tait de  % : il est donc envisageable que la présence de lactose protège 

l’e z e de la d atu atio  the i ue. De e, pou  les t aite e ts « 40 % » et « 60 % », une 

légère augmentation de l’a ti it  siduelle est o se a le. En revanche, pour les deux derniers 

traitements (« 80 % » et « 100 % »), aucune amélio atio  ’est o se e. Ai si, il se le ait ue la 

présence de lactose et d’io s dans le milieu réactionnel puisse légèrement améliorer la stabilité 

thermique des deux enzymes. Cette hypothèse a d’ailleu s t  alid e par une étude sur une 

β-galactosidase produite par une souche de Kluyveromyces Lactis (Mahoney et Wilder, 1988). La 

p se e d’io s K+, tout o e elle d’io s di ale ts p se ts da s le SMUF) est connue pour 
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stabiliser cette enzyme. Comparé à une solution tampon de phosphate (contenant la même teneur 

e  io s ag siu , le SMUF pe ett ait d’ailleu s d’aug e te  la sta ilit  de l’e z e. Da s le 

même temps, cette enzyme est aussi stabilisée par la présence de lactose, de glucose et de 

galactose (respectivement su st at et p oduits de l’e z e . Le sa ha ose ui e peut p t e  

le site a tif de l’e z e  ’a à l’i e se au u e i flue e su  la sta ilit . Ai si, il s’agit d’u  

mécanisme de stabilisation spécifique. À concentrations molaires équivalentes, le lactose est plus 

effi a e ue le gala tose. Cela pou ait efl te  la eilleu e affi it  de l’e z e pou  le la tose, 

bien que ce ne soit pas le seul mécanisme. Mais malgré la présence de la tose et d’io s, les deux 

enzymes étudiées restent particulièrement sensibles au traitement thermique, notamment à ceux 

présentant une température finale supérieure à 60 °C. La présence de protéines laitières présentant 

elles aussi un potentiel effet sta ilisateu  su  les β-galactosidases, leur activité a été mesurée après 

un traitement thermique dans du lait ½ écrémé. Les résultats sont présentés en Figure 34. 

 

Figure 34 : Activité enzymatique résiduelle selon les différents cycles de traitements thermiques dans du lait 

½ écrémé 

 Pour les deux premiers traitements thermiques étudiés (« 20 % » et « 40 % » , l’a ti it  

résiduelle des deux enzymes est identique en solution SMUF lactosée et dans du lait ½ écrémé : 

elle est très proche de 100 %. Pour le traitement thermique « 60 % », u e a lio atio  de l’a ti it  

da s le lait est o se e pou  l’e z e KL  % d’a ti it  siduelle da s le lait contre 3 % dans la 

solutio  SMUF la tos e  ta dis u’u e l g e di i utio  est o se e pou  l’e z e AO  % e  

solution SMUF contre 55 % dans le lait). Pour le traitement à 80 %, une légère amélioration est 

visible pour les deux enzymes, mais leur activité résiduelle reste approximativement nulle. Il en est 

de même pour le dernier traitement thermique (« 100 % »). La légère stabilisation des enzymes 

dans du lait est probablement liée à la présence de protéines. En effet, les protéines (et notamment 
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les caséines et les protéines sériques) sont connues pour stabiliser les enzymes solubles. Ces 

dernières stabiliseraient les enzymes en perturbant les interactions enzyme-solvant et en favorisant 

ainsi les liaisons hydrophobes intramoléculaires (Mahoney et Wilder, 1988). 

 Pou  o lu e, alg  l’effet sta ilisa t du lait su  les e z es KL et AO, es de i es 

restent sujettes à dénaturation pour des traitements thermiques présentant une température 

finale supérieure à 50 °C. O , d’ap s les de i es do es fou ies pa  l’i dust iel, il est 

recommandé aux consommateurs un traitement thermique à 750 W durant 1 min 30 s. La 

température au sein du produit a par o s ue t t  sui ie à l’aide du fou  à i o-ondes Mars 6 

(CEM Corporation, États-Unis). Les données sont présentées en Figure 35. 

 

Figure 35 : Évolutio  de la te p atu e au sei  d’u  ha tillo  su issa t u  t aite e t the i ue de  min 

30 s à 750 W 

En utilisation réelle et conformément aux recommandations données dernièrement aux 

consommateurs, le produit atteindra généralement des températures au moins supérieures à 60 °C 

(Figure 35). Ainsi, pour espérer une action des enzymes durant la phase de digestion, il conviendra 

de développer une méthode de stabilisation. La sta ilisatio  de l’e z e AO pe ett ait so  

intégration au produit de type 3 voire au produit de type 4 pour une action éventuelle durant le 

t a sit gast i ue, ta dis ue la sta ilisatio  de l’e z e KL pe ett ait so  i t g atio  au p oduit 

de t pe  pou  u e a tio  du a t le ef oidisse e t. A a t le d eloppe e t d’u e uel o ue 

p ote tio , l’a tio  des deu  β-galactosidases a été étudiée durant la digestion gastrique et 

intestinale. 
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 Étude de l’a tio  des β-galactosidases durant la digestion gastrique 

Après sa réhydratation et un éventuel refroidissement et/ou traitement thermique, le 

p oduit est o so . La digestio  des p ot i es d ute da s l’e i o e e t gast i ue ui 

présente un faible pH et qui contient des protéases (Cook et al., 2012). En particulier, la pepsine a 

une propension à hydrolyser les liaisons peptidiques au niveau des résidus hydrophobes tels que la 

phénylalanine et la leucine (Hamuro et al., 2008). Ce ph o e est d’ailleu s fa ilit  pa  le 

dépliement des protéines en milieu acide. Ces deux mécanismes, en agissant de façon synergique, 

sont particulièrement efficaces pour dénaturer les enzymes : l’esto a  est le principal obstacle 

rencontré par les formulations enzymatiques administrées par voie orale (Fuhrmann et Leroux, 

2014). 

Da s u  p e ie  te ps, seule l’i flue e du pH gast i ue su  l’a ti it  des deu  e z es a 

été étudiée dans un milieu simulant la composition saline du lait, contenant 48 g.l-1 de lactose et 

ai te u à  °C. Le pH est ajust  au fu  et à esu e de la i ti ue selo  l’ olutio  do e e  

Tableau 5. La i ti ue d’h d ol se du la tose pa  les deu  e z es est do e e  Figure 36. 

 

Figure 36 : Ci ti ue d’h d ol se du la tose e  solutio  SMUF da s les o ditio s de température et de pH 

de l’ tape de digestio  gast i ue 

 D’ap s la Figure 36, l’e z e KL ne présente aucune activité durant les 120 min de 

digestion gastrique. Elle est donc inactivée, voire dénaturée à un pH de 4,8. Cette observation est 

en accord avec les résultats du paragraphe 2.2.1.2 : l’e z e e p se tait plus au u e a ti it  à 

des pH i f ieu s à . L’e z e AO p se te, quant à elle, une activité significative durant les 40 

premières minutes de réaction. Par la suite, plus aucune activité ’est observée. Cela sig ifie u’elle 

est active à des pH compris entre 4,8 et 4,2, mais que pour des pH égaux ou inférieurs à 2,8, 
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l’e z e est i a ti e oi e d atu e. Là aussi, les résultats sont corrélés à ceux obtenus au 

paragraphe 2.2.1.2 : l’e z e p se tait en effet une activité optimale à un pH de 4,5, mais 

subissait u e pe te d’a ti it  sig ifi ati e pou  des pH inférieurs. L’a tio  de l’e z e AO pe et 

l’o te tio  d’u  ilieu a a t u e o e t atio  d’e i o   g.l-1 de lactose, ce qui est satisfaisant 

au ega d de l’o je tif i itiale e t fixé (moins de 18 g de lactose par litre de produit). Bien que la 

présence de chaînes glucidiques semble permettre la p ote tio  des β-galactosidases contre 

l’atta ue e z ati ue de e tai es p ot ases, et ota e t de la pepsi e (Maksimainen et al., 

2013), il o ie t d’ tudie  l’a ti it  de l’e z e AO da s u  ilieu si ula t la digestio  gast i ue. 

 Le p oto ole hoisi pou  l’ tude de l’i flue e de la digestio  gast i ue su  l’a ti it  de 

l’e z e AO est d taill  da s le pa ag aphe 3.6.1 du chapitre 1. Globalement, il consiste à placer 

le produit réhydraté conte a t l’e z e da s u e solutio  io i ue gast i ue, e  p se e de 

pepsine. Le milieu est maintenu à 37 °C et le pH est ajusté tout au long de la cinétique selon les 

valeurs données en Tableau 5. La i ti ue d’h d ol se du la tose pa  la β-galactosidase AO, durant 

la digestion gastrique est donnée en Figure 37. 

 

Figure 37 : Ci ti ue d’h d ol se du la tose du a t la digestio  gast i ue in vitro monocompartimentée 

D’ap s la Figure 37, l’h d ol se du la tose durant la digestion gastrique in vitro semble 

suivre une cinétique proche de celle observée dans une simple solution de SMUF. Il semblerait donc 

ue l’e z e AO e soit pas affe t e pa  la p se e de pepsi e. La p se e de haînes 

glucidiques riches en mannose au i eau de la st u tu e des β-galactosidases (Maksimainen et al., 

2013) pe et d’e pli ue  e  pa tie ette o se atio . Cela s’e pli ue aussi pa  le fait ue le pH, 

elati e e t le  e  d ut de i ti ue, ’est pas opti al pou  l’a ti it  de la pepsi e (Trowers 

et Tischler, 2014) et ’e t ai e pas le d plie e t des e z es ui fa ilite ait l’a tio  de la pepsi e 

(Fuhrmann et Leroux, 2011). Dans la littérature, très peu de t a au  o t tudi  l’a ti it  de 
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β-galactosidases durant le transit gastro-intestinal simulé in vitro. O’Co ell et Walsh (2006) ont 

tout de mê e tudi  l’a ti it  in vitro de  o pl e ts ali e tai es à ase de β-galactosidase 

dans des conditions gastro-i testi ales. Les β-galactosidases utilisées dans ces 4 compléments sont 

aussi issues de la souche Aspergillus Oryzae. Les paramètres de la digestion gastrique sont 

légèrement différents de ceux choisis pour cette étude, notamment concernant le pH : ce dernier 

est ai te u du a t l’i t g alit  du p o essus  i  à u e aleu  de . D’ap s les auteu s, 

deux des quatre compléments présentent encore une activité enzymatique proche de 100 % après 

ces 2 h d’i u atio . La résistance des deux e z es p o ie t e  alit  d’u  e o age e t i ue 

(enrobage pe etta t la p ote tio  de la su sta e a ti e da s l’estomac et sa li atio  d’u  

l’i testi  g le . Ainsi, lorsque les enzymes sont extraites des comprimés ou des gélules, ces 

de i es so t totale e t d atu es ap s  i  d’i u atio  e  solutio  gast i ue. Nos sultats 

sont par conséquent en accord avec les observations de cette étude. 

D’ap s les sultats o te us, la digestio  gast i ue pou ait do  pe ett e à l’e z e AO 

d’attei d e l’o je tif i itiale e t fi . Mais in vivo, l’i t g alit  du ol ali e tai e ota e t 

lo s u’il est sous fo e li uide  e stagne pas da s l’esto a  du a t  i  : la vidange gastrique 

entraine régulièrement une partie du contenu gastrique vers le duodénum. Il convient donc de 

vérifier, en se rapprochant au mieux du déroulement de la digestion gastro-intestinale, que 

l’e z e AO pe et ie  l’h d ol se de la ajo it  du la tose p se t da s le p oduit. 

Pour cela, un modèle bicompartimenté, dont le principe et les paramètres ont été détaillés 

en paragraphe 3.6.2 du chapitre 1, a été mis au point. L’u e des p i ipales odifi atio s appo t e 

au modèle monocompartimenté a été la si ulatio  de la ida ge gast i ue, et l’appo t s ue tiel 

des solutions gastriques (pepsine et lipase) et intestinales (pancréatine, acides biliaires et trypsine). 

Contrairement aux précédentes cinétiques pour lesquelles il était aisé de pratiquer des 

prélèvements, dans le cas de ce modèle semi-dynamique, seul un prélèvement en fin de phase 

intestinale est réalisable. Ainsi, après passage gastrique et intestinal, la concentration finale en 

lactose du produit a été mesurée. Cette dernière est de 17,0 ± 1,9 g.l-1. 

Pour répondre aux besoins de la majorité des intolérants au lactose, il a été mis en évidence 

ue l’appo t e  lactose devait être inférieur à 18 g de lactose par litre de produit. Les paramètres 

simulant la digestion gastro-intestinale ayant été choisis pour se placer dans les conditions les plus 

fastes pou  l’e z e, il est donc e isagea le de pe se  ue l’ajout de  ALU au p oduit de 

type 1 pe ett ait l’o te tio  d’u  p oduit ui o ie d ait à la ajo it  des pe so es i tol a tes 

au lactose. 
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 Étude de l’a tio  des β-galactosidases durant la digestion intestinale 

Après digestion gastrique, le bol alimentaire rejoint le duodénum grâce au phénomène de 

vidange gastrique. Le pH rencontré est alors proche de la neutralité. Bien que la plupart des 

enzymes exogènes soient à priori stables à ce pH, elles peuvent tout de même être dégradées par 

les peptidases pancréatiques (trypsine et chymotrypsine notamment) et dénaturées par les sels 

biliaires (Fuhrmann et Leroux, 2014). 

Da s u  p e ie  te ps, seule l’i flue e du pH i testi al su  l’a ti ité des deux enzymes a 

été étudiée en solution SMUF, contenant 48 g.l-1 de lactose et maintenu à 37 °C. Le pH est maintenu 

à u e aleu  de  tout au lo g de la i ti ue. La i ti ue d’h d ol se du la tose pa  les deu  

enzymes est donnée en Figure 38. 

 

Figure 38 : Ci ti ue d’h d ol se du la tose e  solutio  SMUF da s les o ditio s de l’ tape de digestio  

intestinale 

D’ap s la Figure 38, l’e z e AO p se te u e a ti it  elati e e t fai le du a t la 

i ti ue effe tu e à u e te p atu e de  °C et à u  pH de . L’h d ol se pe et l’o te tion 

d’u e solutio  ayant une teneur en lactose proche de 30 g.l-1. Cette observation est en corrélation 

avec la faible activité de l’e z e observée à la température (Figure 24) et au pH (Figure 25) de 

l’ tape de digestio  i testi ale. Respe ti e e t, l’a ti it  esu e tait de  et  %. Ai si, 

l’e z e AO ’est p o a le e t pas dénaturée dans les conditions étudiées, mais ces dernières 

e so t pas fa o a les à so  a ti it . L’a se e de d atu atio  de l’e z e AO da s es o ditio s 

est d’ailleu s o fi e pa  l’ tude de O’Co ell et Walsh (2006). L’e z e KL p se te à l’i e se 

u e t s o e a ti it  da s les o ditio s de pH et de te p atu e o espo da t à l’ tape de 

digestion intestinale. Au bout de 5 min de réaction, la teneur en lactose de la solution est déjà 
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divisée par deux, et une hydrolyse totale est observée au bout de 60 min de réaction. Ces 

observations sont aussi en corrélation avec les résultats obtenus au paragraphe 2.2.1.2 de ce 

chapitre : le pH de digestio  i testi ale o espo d au pH opti al de l’e z e et ette dernière 

conserve environ 90 % de son activité à la température corporelle. Cela laisse pe se  ue l’e z e 

KL pourrait permettre une hydrolyse totale du lactose au niveau de son lieu d’a tio  p i il gi  : 

l’i testi  g le. Cependant, il reste à vérifier que la présence des peptidases pancréatiques et des 

sels iliai es ’e ge dre pas u e i po ta te d atu atio  de l’e z e. 

Pour cela, le protocole de digestion intestinal in vitro issu d’u  o se sus i te atio al 

(Minekus et al., 2014) a été scrupuleusement suivi. Globalement, il consiste à placer le produit 

réhydraté (en présence de l’enzyme) dans une solution ionique contenant des acides biliaires et de 

la pancréatine. Le mélange est maintenu à 37 °C et à un pH de 7. Le détail du protocole est donné 

en paragraphe 3.6.1.2. La cinétique d’h d ol se du la tose pa  la β-galactosidase KL, durant la 

digestion intestinale est donnée en Figure 39. 

 

Figure 39 : Ci ti ue d’h d ol se du lactose durant la digestion intestinale in vitro monocompartimentée 

D’ap s la Figure 39, l’h d ol se du la tose pa  l’e z e KL est aussi effi a e e  solutio  

SMUF que durant la digestion intestinale simulée in vitro. Il se le ait do  ue l’e z e e soit 

sensible ni aux peptidases pancréatiques (trypsine et chymotrypsine) ni aux sels biliaires. Les quatre 

β-galactosidases issues de la souche Aspergillus Oryzae et étudiées par O’Co ell et Walsh (2006) 

ne présentent, elles non plus, au u e d atu atio  suite à l’ajout de pa ati e ou de ile au 

milieu intestinal. Des β-gala tosidases issues d’aut es sou es o t pa  ailleu s o t  la e 

résistance à la pancréatine (Turkiewicz et al., 2003). L’e z e KL pou ait do  pe ett e 

l’o te tio  d’u  p oduit sa s la tose a a t so  a i e dans le côlon. Avant cela, il reste à 
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déterminer si la digestion gastrique entraine une simple inhibitio  de l’a ti it  e z ati ue ou ie  

s’il s’agit d’u e d atu atio  i e si le. 

Pour ce faire, le produit réhydraté subit une digestion gastrique durant 120 min comme 

décrit dans le paragraphe 3.6.1.1 puis une digestion intestinale identique à celle précédemment 

décrite. Des échantillons sont prélevés tout au long de ces deux digestions et leur teneur en lactose 

est déterminée par CLHP. Les résultats de cette digestion complète sont donnés en Figure 40. 

La Figure 40 o t e lai e e t u e a se e totale d’h d ol se de la pa t de l’e z e KL 

du a t l’i t g alit  du p o essus de digestio . Ai si, plus u’u e i hi itio , l’e z e su it 

a ifeste e t u e d atu atio  o pl te du a t l’ tape de digestio  gast i ue. Cette 

o se atio  est e  a o d a e  la p o a ilit  d’u  d plie e t pa tiel de la p ot i e dû au fai le 

pH, avec un potentiel effet synergique de la pepsine présente dans le milieu. La même observation 

a d’ailleu s t  faite pa  O’Co ell et Walsh (2006) : les β-galactosidases fongiques, pourtant 

censées être moins sensibles au pH acide, sont dénaturées en moins de 1 min dans une solution à 

pH 2, contenant ou non de la pepsine. En revanche, les mêmes e z es u ies d’u  e o age 

entérique résistent très bien à ce pH durant 2 h. 

 

Figure 40 : Ci ti ue d’h d ol se du la tose du a t la digestio  gast i ue et i testi ale 

Ai si, il se le ait ue l’e z e KL e puisse t e utilisa le da s le p oduit u’à o ditio  

u’elle soit p ot g e de l’e i o e e t gast i ue faste à la o se atio  de sa st u tu e. Da s le 

e te ps, l’e z e KL, tout o e l’e z e AO, de a t e p ot g e du t aite e t the i ue 

en four à micro-ondes. 
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2.3. Conclusion 

Les β-galactosidases sont largement répandues dans la nature et sont notamment 

sécrétées par les micro-organismes. Du fait de leur intérêt commercial, de nombreuses recherches 

ont été menées pour sélectionner les souches idéales. Malgré ces recherches, seules cinq enzymes 

sont actuellement autorisées pour des applications dans le domaine alimentaire et seules trois sont 

commercialisées pou  des appli atio s d’h d ol se. Pa i es t ois β-galactosidase, deux 

présentent une activité optimale à pH neutre, tandis que l’opti u  de la dernière est à pH acide. 

Elles p se te t do  des o ditio s opti ales de pH t s diff e tes. D’u  poi t de ue législatif, 

au u e gle e tatio  ’e iste ua t à la quantité maximale d’e z e additionnée aux produits 

alimentaires. Mais l’EFSA o seille tout de e le e ou s à e i o   u it s d’a ti it  

enzymatique par produit et par repas. 

L’ tude e p i e tale nous a tout d’a o d permis de mettre en évidence les propriétés des 

deu  p i ipales β-galactosidases à vocation industrielle actuellement commercialisées : une 

β-galactosidase produite par la souche Aspergillus Oryzae et commercialisée sous forme 

pul ule te pa  la so i t  A a o E z e I . ai si u’u e β-galactosidase sécrétée par la souche 

Kluyveromyces Lactis et commercialisée sous forme liquide par la société Novozymes. Les 

propriétés de ces deux enzymes sont particulièrement différentes. Alors que le pH optimal de 

l’e z e KL est p o he de la eut alit , elui de l’e z e AO est p o he de , . Aussi, l’e z e AO 

est l g e e t plus the osta le ue l’e z e KL et leu s te p atu es opti ales so t 

respectivement de 50 et 45 °C. Par la suite, la capacité des deux enzymes à hydrolyser le lactose 

dans les différents types de produits a été étudiée. Pour ela, l’a ti it  des deu  e z es a tout 

d’a o d t  suivie en conditions de réhydratation, étape commune à tous les types de produits. 

Malg  u e a ti it  p o etteuse de l’e z e KL, la ua tit  d’e z e essai e à l’o te tio  

d’u  p oduit p se ta t u e teneur en lactose inférieure à 18 g.l-1 est largement supérieure aux 

e o a datio s de l’EFSA. Out e le p o l e sa itai e, ela pose aussi u  p o l e 

o o i ue. Les e z es de o t do  agi  ap s l’ tape de h d atatio . 

Pour le produit de type 1, l’ tape sui a t la h d atatio  est la o so atio . L’a ti it  

des deux enzymes a par conséquent été étudiée durant la digestion gastrique et la digestion 

intestinale. Durant la digestion gastrique, alg  la p se e de pepsi e et d’u  pH 

particulièreme t a ide, l’e z e AO pe et l’o te tio  d’u  p oduit o e a t à la ajo it  de la 

population intolérante au lactose. Ainsi, les produits de type 1 peuvent être additionnés de 

4500 u it s d’e z e AO (Figure 41). 
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Figure 41 : Bila  de l’i o po atio  des e z es AO et KL au  diff e ts p oduits et pe spe ti es 
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Le produit de type 2, après réhydratation, est stocké durant 30 min à 4 h en conditions 

f ig es. L’effi a it  d’h d ol se des deu  e z es a pa  o s ue t t  tudi e da s es 

o ditio s. Ai si, d’ap s les sultats o te us, l’ajout d’e z e KL 4500 NLU) à la formulation 

pe et l’o te tio  d’u  p oduit convenant à la majorité des intolérants au lactose (Figure 41). Les 

produits de type 3 et 4 subissent quant à eux un traitement thermique directement après 

h d atatio . D’ap s l’ tude e e, le traitement thermique de référence entrainerait une 

dénaturation totale des deux enzymes : ces dernières sont en effet particulièrement 

thermosensibles. Ainsi, pour espérer obtenir des formulations de type 3 et 4 convenant à la 

population intolérante au lactose, la protection des enzymes devra être étudiée (Figure 41). Si ces 

dernières sont correctement protégées du traitement thermique, elles pourront agir durant le 

passage gastrique (enzyme AO) ou du a t le passage i testi al ap s p ote tio  de l’e z e KL 

par un enrobage entérique) dans les produits 3 et 4 ou, pour le produit de type 4, durant le 

refroidissement (par ajout de 4500 NLU d’enzyme KL). Mais l’e z e AO présentant une meilleure 

thermosta ilit  et ’a a t pas esoi  d’ t e p ot g e du passage gast i ue, sa p ote tio  se a 

prioritairement étudiée. 
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3. Protection des β-galactosidases par encapsulation 

 

D’ap s l’ tude e e p de e t, l’ tape de h d atation ne permet pas, 

à elle seule, l’o te tio  de produits convenant aux intolérants au lactose. Pour les 

produits de type 1 et 2, une solution existe : l’ajout, espe ti e e t, de  u it s 

d’e z es AO et KL pe et l’o te tio  de p oduits a a t u e te eur en lactose 

inférieure à 18 g.l-1. Mais le traitement thermique en four à micro-ondes que subissent 

les produits 3 et 4 entraine une dénaturation des enzymes AO et KL, qui ne présentent 

ensuite plus aucune activité catalytique. Il est donc nécessaire de tenter de les protéger 

de ce traitement thermique néfaste. Dans cette optique, une étude bibliographique a 

été menée : elle détaille les différentes méthodes de stabilisation applicables aux 

e z es, et se o e t e pa  la suite su  l’e apsulatio . Les p o d s d’e apsulatio  

e t apola les à l’ helle i dust ielle, ai si ue les at i es d’e apsulatio  auto is es 

dans le domaine alimentaire y sont par la suite détaillés. Cette étude nous a finalement 

permis de sélectionner un procédé idéal et des matrices prometteuses. La seconde 

partie de ce chapitre se consacre donc à la partie expérimentale : encapsulation des 

enzymes et évaluation de leur efficacité après protection.  
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3.1. Protection des β-galactosidases : étude bibliographique 

 Méthodes de stabilisation des enzymes 

 Les e z es so t la ge e t utilis es e  i dust ie pha a euti ue, ali e tai e, te tile…  

pour leur grande spécificité (chirale et moléculaire), leur activité incomparable en conditions 

douces et leur biodégradabilité. Mais leur instabilité intrinsèque (caractéristique de leur structure 

o ple e  e t ai e des diffi ult s de p odu tio , de sto kage et d’utilisatio . Selon la théorie de 

Lumry-E i g, l’i a ti atio  e z ati ue est u  ph o e p se ta t au oi s  phases : un 

dépliement réversi le de l’e z e ati e, sui i pa  des tapes i ti ue e t i e si les 

e t ai a t l’ag gatio  de l’e z e ou des odifi atio s o ale tes de sa st u tu e. Parmi les 

nombreux facteurs pouvant entrainer ce type de modification, on compte notamment la 

température, le pH acide et la présence de protéase (Iyer et Ananthanarayan, 2008). Pour améliorer 

la stabilité des enzymes vis-à-vis de ces facteurs, quatre grands axes ont été développés. 

3.1.1.1. E z es issues d’o ga is es e t mophiles 

 Les organismes extrêmophiles sont capables de résister à des environnements hostiles tels 

que les sources chaudes, les milieux salins présentant une force ionique très importante ou encore 

des profondeurs correspondant à des pressions extrêmes. U  e tai  o e d’ tudes se so t 

i t ess es à des β-gala tosidases the ophiles issues de a t ies et d’a h es (Berger et al., 1995 

; Ichikawa et al., 1992 ; Moracci et al., 1992, 1995 ; Owusu et Cowan, 1989 ; Stevenson et al., 1996 

; Tanaka et al., 1975). U e β-galactosidase issue de Thermus sp. souche T2 présente, par exemple, 

une meilleure résistance aux agents hydrophobes et une meilleure stabilité à la température, au 

pH et au  age ts hi i ues ue la β-galactosidase issue de Kluyveromyces marxianus (Pessela et 

al., 2003). Les enzymes thermophiles présentent des structures tridimensionnelles très similaires 

aux enzymes mésophiles : la différence réside en fait dans la structure primaire de séquences 

éloignées de leur site actif mais permettant le maintien de leur conformation. Globalement, ces 

e z es p se te t plus d’i te a tio s liaiso s h d og es, i te a tio s le trostatiques, 

i te a tio s h d opho es, po ts disulfu es…  et u e eilleu e st u tu e o fo atio elle plus 

igide, sta ilit  des h li es α…  ue les e z es sophiles. E  e a he, elles p se te t u e 

efficacité catalytique moindre à des températures modérées (Iyer et Ananthanarayan, 2008). Pour 

l’heu e, au u e β-gala tosidase de e t pe ’est dispo i le o e iale e t pou  u e appli atio  

industrielle. 
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3.1.1.2. Ingénierie génétique 

 L’u e des st at gies d elopp es pou  sta ilise  les e z es o siste e  la manipulation de 

leur séquence primaire par des technologies recombinantes. Des études comparatives ont révélé 

u’il e iste de o euses st at gies utatio elles o duisa t à u e g a de sta ilit , do t 

certaines ne sont pas évidentes à définir et à rationaliser. Récemment, l’i po ta e de la su fa e 

de la protéine dans les phénomènes de stabilisation a été mise en évidence, tout comme le fait 

u’u  o e li it  de utatio s pourrait engendrer une importante stabilisation. L’i t odu tio  

de résidus de proline ou de ponts disulfures semble permettre une stabilisation entropique. 

Toutefois, au u e st at gie glo ale e pe et la o e sio  d’e z es mésophiles en enzymes 

thermophiles (Iyer et Ananthanarayan, 2008). Le remplacement des résidus hydrophobes 

(phénylalanine et leucine notamment), dont les liaisons peptidiques sont préférentiellement clivées 

par la pepsine, par des résidus analogues moins sujets à hydrolyse a aussi été exploré (Ehren et al., 

2008). Ces e he hes ’o t pou  l’heu e pe is le d eloppe e t d’au u e β-galactosidase 

commerciale. 

3.1.1.3. Modifications chimiques 

 Co t ai e e t au  thodes d’i g ie ie g ti ue, les odifi atio s hi i ues e se 

limitent pas aux 20 acides aminés les plus courants : théoriquement, la modification de la structure 

des chaî es lat ales d’a ides a i s est quasiment illimitée. Généralement, ces modifications 

reposent sur des conjugaisons covalentes avec des polymères (Iyer et Ananthanarayan, 2008). Une 

β-galactosidase a récemment été modifiée chimiquement à l’aide d’u  pol e h d ophile 

(polyéthylène glycol 40 kDa) pour créer un encombrement stérique autou  de l’e z e (Turner et 

al., 2011). Ce g effage pe et de li ite  l’a s au  p ot ases e dog es, ais doit t e o t ôl  

pour permettre au substrat de rejoindre son site catalytique (Liu et al., 2013). De même que pour 

les deu  p de tes thodes, au u e β-gala tosidase odifi e hi i ue e t ’est 

actuellement disponible sur le marché. 

3.1.1.4. Immobilisation 

 E fi , il est possi le de sta ilise  les e z es pa  des thodes d’i o ilisation. Il s’agit 

probablement de la stratégie la plus utilisée pour améliorer la stabilité, notamment thermique, de 

io atal seu s. Plusieu s t pes d’i o ilisatio  e iste t : la liaison à un support solide, la 

ti ulatio  ou l’e apsulatio . La liaiso  d’e z es à u  suppo t solide peut t e de atu e 

physique (liaisons de van der Waals ou hydrophobes), ionique ou covalente. Mais les liaisons 
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physiques sont généralement trop fai les pou  ai te i  l’e z e fi e à son support ; les liaisons 

ioniques et covalentes sont ainsi plus adaptées. Les supports les plus couramment utilisés sont des 

résines synthétiques, des biopolymères ou encore des solides inorganiques. Les interactions entre 

le suppo t et l’e z e e t ai ent son immobilisation et lui procurent des propriétés chimiques, 

biochimiques, mécaniques et cinétiques particulières (Sheldon et van Pelt, 2013). La réticulation 

pe et la fo atio  de pa ti ules i solu les da s l’eau. Cette thode o siste à provoquer 

l’ag gatio  de l’e z e pa  ajout d’a to e, de sulfate d’a o iu  ou e o e d’ tha ol puis à 

ti ule  l’e z e pa  l’ajout d’u  age t tel ue le gluta ald h de ui pe et la fo atio  de 

liaisons diimines (Hanefeld et al., 2009). L’utilisatio  d’e z es ti ul es e  i dust ie ali e tai e 

essite epe da t u e tude to i ologi ue et d’i u og i it  ai si u’une autorisation de la 

part des autorités compétentes (Heck et al., 2013). Enfin, l’e apsulatio  o siste e  u  pi geage 

de l’e z e da s u  seau de polymères organiques ou inorganiques, ou une membrane. Le 

réseau doit permettre la diffusion des réactifs et des produits, tout en évitant la migration du 

biocatalyseur dans le milieu externe (Hanefeld et al., 2009). Ce t pe d’i o ilisatio  pe et 

ota e t de p ot ge  e tai es ol ules d’i t t du t a sit gast i ue (Fuhrmann et Leroux, 

2014). L’utilisatio  de su sta es auto is es da s le do ai e ali e tai e pe et la p ote tio  de 

ol ules d’i t t et leu  i o po atio  da s le p oduit ali e tai e i le sa s de a de p ala le 

d’auto isatio . 

 Ainsi, de nombreuses avancées en termes de stabilisation des enzymes ont été réalisées. 

Cepe da t, assez peu d’e t e elles so t pou  le o e t utilisa les da s le do ai e ali e tai e. 

Glo ale e t, seule l’e apsulatio  à l’aide de at iau  de g ade ali e taire est actuellement 

permise. Par conséquent, seule cette voie sera envisagée dans la suite de ces travaux. 

 L’e apsulatio  : généralités 

3.1.2.1. Définitions et objectifs 

L’e apsulatio  o espo d au pi geage d’u  o pos  d’i t t ou d’u  s st e au sei  

d’u  at iau dispe s  at i e  e  ue de so  i o ilisatio , sa p ote tio , le o t ôle de so  

transfert, sa structuration et sa fonctionnalisation (Poncelet et al., 2007). La matrice 

d’e apsulatio  peut t e o stitu e d’u  seul ou de plusieu s o pos s et poss de  u e st u tu e 

simple ou complexe (McClements, 2012) (Figure 42).  
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Figure 42 : E e ple de at i es d’e apsulatio  a ant des structures différentes, adapté de McClements 

(2012) 

Cette encapsulation peut avoir différentes fonctions selon le type de matrice : protéger des 

su sta es a ti es o t e les effets de l’e i o e e t du a t le sto kage de l’ali e t, o e ti  

des substances liquides en poudres pour limiter le volume et améliorer la stabilité durant le 

sto kage, isole  des su sta es pa ti ipa t à des i te a tio s i d si a les a e  d’aut es i g die ts 

affectant la qualité organoleptique du p oduit fi al, a lio e  la aleu  ut itio elle d’u  ali e t 

sans en affecter le goût ou la texture, contrôler la libération des flaveurs indésirables et/ou les 

masquer pour améliorer la qualité du produit, ou encore prolonger ou retarder la libération de 

su sta es d’i t t pou  u e li atio  au o e t oppo tu  (McClements, 2012). 

3.1.2.2. Mécanismes de libération de la substance encapsulée 

La li atio  d’u  o pos  d’i t t peut sui e diff e ts p ofils : libération de la majorité 

du composé en un temps très court, libération prolongée à un taux relativement constant, 

li atio  e  po se à u  sig al e i o e e tal pH, te p atu e, fo e io i ue…  ou li atio  

lo s de l’a i e du o pos  au i eau d’u  o ga e sp ifi ue ou he, esto a , intestin grêle, 

côlo … . De e, les écanismes physico-chimiques mis en jeu dans la libération du composé 
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varient (Figure 43). Le o pos  d’i t t peut t e li  pa  u e diffusio  si ple à travers et hors 

de la matrice. Cette diffusion dépend principalement de la taille, de la forme, de la structure et de 

la composition de la particule, ainsi que du coefficient de diffusion à travers les différents 

composants de la matrice et du gradient de o e t atio  e t e l’i t ieu  de la at i e et le ilieu 

environnant. Le composé peut aussi être libéré par un mécanisme physique de fragmentation de 

la matrice. Le taux de libération dépendra alors des propriétés de fracture de la particule, de la 

contrainte appliquée, de la taille et de la forme des fragments formés. Le composé actif, une fois la 

pa ti ule f ag e t e, se a plus apide e t li  du fait de l’aug e tatio  de la su fa e d’ ha ge 

et de la di i utio  du t ajet de diffusio . L’ osio  de la couche externe de la matrice, notamment 

déclenchée par des procédés chimiques, physiques ou enzymatiques, entraine le relargage du 

o pos  d’i t t. La itesse de li atio  d pe d du tau  d’ osio  ui d pe d lui-même de la 

structure et de la composition des couches externes de la matrice, ai si ue de l’a pleu  et de la 

durée des phénomènes responsables de cette érosion. Le dernier mécanisme permettant une 

li atio  de o pos s d’i t t est le go fle e t de la at i e induit par un solvant. La vitesse 

de libération dépend alors du taux de gonflement et du temps de diffusion des composés à travers 

la matrice (McClements, 2012) (Figure 43). 

 

Figure 43 : Différents mécanismes de lib atio  d’u  o pos  e apsul , adapté de McClements (2012) 

3.1.2.3. Caractéristiques de la particule encapsulante 

U  g a d o e de at iau  lipides, te sioa tifs, p ot i es, glu ides, i au … , ainsi que 

de o euses te h i ues pe ette t l’o te tio  de at i es de st u tu e et de o positio  t s 

diverses. Mais en pratique, seule une quantité li it e de es s st es est utilisa le à l’ helle 

industrielle. En effet, pour être utilisable en industrie alimentaire, la matrice doit posséder un 

certain nombre de caractéristiques (McClements, 2012) : 
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- Être de grade alimentaire : la at i e doit t e e lusi e e t o pos e d’i g die ts 

alimentaires et être produite par des techniques autorisées dans le pays dans lequel le 

produit est commercialisé. En général, les ingrédients les plus utilisés sont les lipides, les 

protéines, les glucides, les minéraux, les tensio-a tifs et l’eau.  

- Être peu coûteuse : dans le domaine alimentaire, le coût de production de la matrice est un 

paramètre primordial. Les ingrédients, ai si ue le p o d  d’o te tion doivent être peu 

coûteux. Les fi es li s à l’e apsulatio  a lio atio  de la du e de o servation, 

nouvelles fonctionnalités, meilleure biodisponibilité) doivent contrebalancer les coûts 

suppl e tai es li s à l’e apsulatio . 

- Être compatible avec la matrice alimentaire : la at i e d’e apsulatio  e doit pas affe te  

de faço  faste l’appa e e, la te tu e, l’a ô e ou la du e de ie du p oduit. 

- Posséder une capacité de charge et de rétention correcte : idéalement, la matrice 

d’e apsulatio  doit t e apa le d’e apsule  u e g a de ua tit  de o posa ts par 

rapport à sa masse et de conserve  effi a e e t le o pos  jus u’à sa libération. 

 Les p o d s e t apola les à l’ helle i dust ielle 

Il existe u  o e i po ta t de te h i ues d’e apsulatio  pul isatio , pul isatio  

par congélation, fluidisation, extrusion, co-extrusion, émulsification, inclusion, utilisation de fluides 

supe iti ues…  ais assez peu d’e t e elles so t ais e t e t apola les à l’ helle i dust ielle. 

Globalement, seuls le séchage par pulvérisation, l’e o age e  lit fluidis  et l’e apsulatio  pa  

émulsification le sont. Mais cette de i e te h i ue ’étant pas envisageable pour notre 

application industrielle finale, ce paragraphe détaillera seulement le principe du séchage par 

pulvérisation et de l’e o age en lit fluidisé. Par la suite, les avantages et les inconvénients de 

chacune de ces méthodes seront discutés, ce qui permettra de conclure quant au procédé idéal 

pour notre projet. 

3.1.3.1. Séchage par pulvérisation 

Le séchage par pulvérisation est la thode d’e apsulatio  la plus utilis e da s le do ai e 

alimentaire. Elle est économique (plus économique que la plupart des autres méthodes) et permet 

la production de particules de bonne qualité (Desai et Park, 2005). Le p o d  d’e apsulatio  pa  

atomisation est similaire au procédé conventionnel de séchage, excepté pour la préparation de la 

solution à atomiser qui peut se révéler légèrement plus compliquée. Elle implique souvent des 

tapes de dissolutio , d’ ulsifi atio  ou de dispe sio , pe etta t l’o te tio  d’u e solutio  ou 
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d’une dispe sio  sta le. La p pa atio  d’u  tel s st e d pe d de la atu e du o pos  d’i t t, 

de la at i e d’e apsulatio  s le tio e et des pa a t es de s hage. La s le tio  de la at i e 

est d’ailleu s u  poi t l  du p o d  d’e apsulatio  pa  pulvérisation : elle doit posséder de 

bonnes propriétés filmogènes et émulsifiantes, permettre de protéger correctement le composé 

d’i t t tout e  le li a t de faço  o t ôl e, a oi  u e solu ilit  le e da s l’eau, u e fai le 

viscosité à haute concentration et une faible hygroscopie, être peu coûteuse et aisément disponible 

tout en ta t i sipide. G ale e t, des su sta es telles ue l’a ido  odifi  ou hydrolysé, les 

lode t i es, la go e a a i ue ou de a tha e, l’algi ate ou e o e les p ot i es de lait, de 

soja, la g lati e so t la ge e t utilis es pou  l’e apsulatio  pa  ato isatio  (Fang et Bhandari, 

2012). La o figu atio  d’u e tou  de s chage est donnée en Figure 44. 

 

Figure 44 : Principe du procédé d’e apsulatio  pa  pulvérisation 

 Le produit à sécher (suspension ou dispersion) est pulvérisé en fines gouttelettes (10 à 

100 µm) au sommet de la chambre de séchage par un pulvérisateur. Il en existe 3 types : la turbine 

centrifuge, la buse pneumatique et bifluide. La turbine, entrainée par un moteur électrique, permet 

l’ je tio  et la dispe sio  du li uide pa  u e fo e e t ifuge. La vitesse de rotation de la turbine 

est généralement comprise entre 10000 et 250000 tours par minute, ce qui permet la production 

de très fines gouttelettes. La pulvérisation peut aussi être effectuée par le passage du liquide à 

travers un orifice calibré qui se trouve au-dessus d’u  dispe seu . L’ e gie de dispe sio  est alo s 
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apportée par le liquide lui-même, véhiculé sous pression. Selon les installations, la pression peut 

a ie  de  à  MPa. E fi , l’utilisatio  d’u e use ifluide pe et ota e t la pul isatio  de 

p oduits se si les au  hautes p essio s. L’ e gie de pul isatio  est appo t e pa  de l’ai  

comprimé. Le type de pulvérisateur sera choisi en fonction de la quantité de liquide à pulvériser, 

de la taille des gouttelettes, de la distribution granulométrique souhaitée, de la viscosité du liquide 

ou encore de la conception de la tour de séchage (Jacobs, 2014 ; Schuck, 2007). Les gouttelettes 

ainsi formées se d pla e t a e  le flu  tu ule t d’ai  haud da s la pa tie sup ieu e de la tou . 

Les ol ules d’eau des gouttelettes ig e t à la su fa e et so t e suite t a sf es e s la phase 

gazeuse. Après déshydratation, les particules sont entrainées avec le gaz chaud vers un cyclone qui 

permet leur séparation. La poudre est récupérée, ta dis ue le gaz est a u  da s l’at osph e. 

Globalement, toutes les tours de séchage présentent ces différents éléments mais elles varient 

notamment dans la configuration de la chambre, la conception du cyclone, le type de pulvérisateur 

ou encore la présence éventuelle d'un lit fluidisé externe ou interne (Jacobs, 2014). On parle ainsi 

de tour de séchage à 1, 2 ou 3 étages. 

 L’aspi atio  de l’ai  at osph i ue se fait au t a e s de filt es do t le t pe d pe d des 

o ditio s lo ales et de la atu e du p oduit à t aite . Le hauffage de l’ai  peut s’effe tue  pa  

chauffage direct ou indirect. Concernant les enceintes de séchage, celles à simple effet sont les plus 

o u es. L’ai  de s hage e t e au so et de la tou  et i ule e  o-courant avec les 

gouttelettes de liquide pulvérisé. Le temps de séjour dans la tour est court (généralement entre 20 

et 60 s  ais au u  uili e e t e l’hu idit  de l’ai  et elle du p oduit ’est attei t : la 

te p atu e de l’ai  de s hage doit pa  o s ue t t e plus le e et le e de e t the i ue 

est donc moindre. Les poudres obtenues par ce procédé sont fines et présentent une quantité 

importante de poussières et de au aises p op i t s d’ oule e t. Pou  a lio e  la ualit  de la 

poud e fo atio  d’agglo ats , u e ou elle g atio  de tou s de séchage, dites à multiples 

effets, a été conçue. Au lieu de réaliser le séchage en une seule étape, il est effectué en deux temps. 

Le te ps de s jou  du p oduit est plus lo g plusieu s i utes  et do  plus p o he de l’ uili e 

thermodynamique. La première étape consiste en un séchage habituel, puis les plus grosses 

particules pénètrent dans un lit fluidisé vibrant intégré au fond de la chambre. Ce séchage final 

pe et l’o te tio  de pa ti ules a a t l’hu idit  siduelle e uise et p se te des d its d’ai  et 

des températures de traitement plus faibles que dans la chambre de séchage. Ce procédé est mieux 

adapté à la préservation qualitative de la poudre. Les particules les plus fines sont quant à elles 

forcées de remonter vers la chambre de séchage puis passent dans un cyclone. À la sortie du 

cyclone, les fines sont réinjectées au sommet de la tou  de faço  à e u’elles s’agglo e t avec 
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les gouttelettes pul is es e t a tes. E  fo tio  de la taille de la ha e et du flu  d’ai , e t pe 

de p o d  pe et l’o te tio  de pa ti ules agglo es d’u  dia t e généralement compris 

entre 100 et 300 µm. Ces poudres présentent de bonnes propriétés d’ oule e t et so t eau oup 

moins poussiéreuses. Une troisième configuration de tour de séchage existe. Elle consiste à faire 

e t e  l’ai  haud à o t e-courant du liquide pulvérisé. Cela permet un plus long temps de séjour 

du liquide et donc un gain énergétique. Ce type de séchoir est cependant peu utilisé en industrie 

ali e tai e e  aiso  de l’e positio  the i ue i po ta te des pa ti ules. Glo ale e t, la fo e 

de la chambre de séchage dépend du type de produit à sécher. Les séchoirs cylindriques à fond plat 

so t utilis s pou  des p oduits tels ue les œufs, les jus ou la pulpe. Les p oduits so t d ha g s 

grâce à un procédé pneumatique. Les chambres à fond conique sont plus couramment utilisées 

pour les produits alimentaires, et notamment les maltodextrines, les arômes et les émulsions 

(Jacobs, 2014 ; Schuck, 2007). 

Du fait de la température élevée maintenue en entrée de tour, le séchage par pulvérisation 

est souvent considéré, à tort, comme une méthode destructive pour les molécules 

the ose si les. E  o sid a t l’i t gralité du processus, il apparaît clairement que les 

gouttelettes, auta t ue les pa ti ules s hes o te ues, ’atteig e t pas la te p atu e d’e t e. 

E  effet, lo s ue l’eau des gouttelettes s’ apo e, celles-ci subissent un refroidissement qui les 

e p he d’attei d e la te p atu e de l’ai  de s hage. C’est seule e t lo s des de i es tapes 

du p o d , lo s ue l’a ti it  de l’eau des pa ti ules à s he  est fai le, ue la te p atu e de es 

derniè es peut s’ le e . Pour les molécules thermosensibles, le procédé doit être optimisé de façon 

à limiter la stagnation des particules en fin de séchage. La température atteinte par les particules 

este tout de e i f ieu e à la te p atu e de l’ai  e  sortie (Millqvist-Fureby et al., 1999). En 

outre, le temps de séchage par pulvérisation étant très court (généralement entre 15 et 30 s) cela 

limite les potentielles dégradations (Gharsallaoui et al., 2007). 

Da s le ad e d’appli atio s i dust ielles, les e z es so t sou e t e capsulées ou 

immobilisées, et ce notamment, pour les protéger de substances telles que les ions, les protons ou 

d’aut es su sta es ui pou aie t provoquer leur inhibition ou leur inactivation (Gibbs et al., 

1999). La trypsine, les amylases, des protéases, la glucose-oxydase, les pectinases, la 

glucose-isomérase, la la tase ou e o e la pepsi e so t auta t d’e z es s h es pa  pulvérisation 

(Fang et Bhandari, 2012). Les procédés de séchage, en déshydratant partiellement les protéines, 

tendent tout de même à altérer leur structure secondaire. L’ajout d’e ipie ts tels ue le la tose 

ou le sucrose permet de limiter les phénomènes de dénaturation en formant des liaisons 
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hydrogènes avec les protéines (Millqvist-Fureby et al., 1999). L’effi a it  de es su sta es est 

enzyme-d pe da te. Pa  e e ple, la β-galactosidase serait mieux protégée par le tréhalose que 

par le sucrose, le mannitol ou l’a gi i e (Broadhead et al., 1994). À l’i e se, le su ose protège 

plus efficacement le lysozyme que le tréhalose (Liao et al., 2002). Les forces de cisaillement 

exercées par la buse de pulvérisation sont aussi responsables de modifications structurales des 

protéines. Un faible cisaillement doit donc être appliqué lors du séchage des protéines par 

pulvérisation. Du fait du caractère amphiphile des protéines, ces dernières se retrouvent 

principalement adsorbées à la surface des gouttelettes. Lors du séchage, les protéines subissent 

alors un stress plus important pouvant aboutir à un changement conformationnel. Ces 

changements dépendent de nombreux facteurs et notamment du pH, de la stabilité structurale de 

la protéine, des interactions protéines-su fa e et so t sou e t a o pag s d’u e du tio  de 

l’a ti it  iologi ue de la p ot i e. L’additio  de surfactants, qui se placent préférentiellement à 

l’i te fa e ai /li uide, pe et de li ite  la p se e de protéines adsorbées à la surface des 

gouttelettes et donc la dénaturation protéique (Fang et Bhandari, 2012 ; Millqvist-Fureby et al., 

1999). 

3.1.3.2. Enrobage en lit fluidisé 

Dans le domaine alimentaire, de nombreux produits se présentent sous forme de poudres 

et de particules solides qui, non enrobées, peuvent présenter des caractéristiques aromatiques, 

gustatives ou chimiques indésirables. Le mélange de certains produits peut aussi donner lieu à des 

a tio s ou des i te a tio s i d si a les e t e les o pos s. L’e o age pe et d’e p iso e  

un liquide, un solide ou un gaz dans un matériau polymère pour lui conférer des propriétés en lien 

a e  la p o l ati ue et l’appli atio  is e. G ale e t, e p o d  ise à a lio e  les 

p op i t s d’ oule e t, à dui e le o e de pa ti ules fi es ou e o e à a lio e  sa stabilité. 

Il pe et l’o te tio  de pa ti ules de t pe se oi , ’est-à-dire des particules recouvertes 

i t g ale e t d’u e ou de plusieu s ou hes (El Mafadi et Poncelet, 2007) (Figure 45). 

 

Figure 45 : Différents types de particules encapsulantes 
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La technologie de fluidisation a t  d elopp e da s les a es  da s l’i dust ie 

chimique. La fluidisation consiste à faire passer une phase fluide (très souvent un gaz) à travers un 

lit de particules, supportées par une grille, pour les mettre en suspension (Figure 46). 

 

Figure 46 : Principe de la fluidisation 

 Pou  u  lit de pa ti ules do , l’ tat de suspe sio  ha ge e  fo tio  de la itesse de 

fluidisation. À de très faibles vitesses de gaz, les particules sont immobiles, aucune fluidisation ne 

se produit. À la vitesse minimale de fluidisation, les particules bougent légèrement et se mettent 

en suspension. La suspension est ho og e et au u e ulle ’appa aît (Figure 47).  

 

Figure 47 : Différents régimes de fluidisation, d’ap s Shakourzadeh (2002) 

 À une vitesse légèrement supérieure à la vitesse minimale de fluidisation, des bulles 

appa aisse t, il s’agit alo s de la itesse de bullage (Figure 47). Excepté pour les particules de grande 

taille, cette vitesse peut être confondue avec la vitesse minimale de fluidisation. En pratique 
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industrielle, on considère que le bullage débute pratiquement au minimum de fluidisation. En 

augmentant la vitesse de fluidisation, même sur une plage opératoire relativement large, le lit reste 

fluidisé. Dans ce régime, les bulles ont une forme régulière, souvent sphérique : ce fonctionnement, 

le plus courant, correspond à une fluidisation bouillonnante. Au fur et à mesure que la vitesse de 

fluidisation augmente, la taille et le nombre des bulles croissent progressivement. À des vitesses 

importantes, la forme des bulles devient irrégulière. Cela correspond au régime turbulent de 

fluidisation (Figure 47). Enfin, lorsque la vitesse terminale de chute libre des particules est 

dépassée, celles-ci quittent le lit avec le courant gazeux (Shakourzadeh, 2002). 

 L’application de la fluidisation pou  l’e o age de pa ti ules est plus e te et o e e 

plus particulièrement les domaines pharmaceutique, cosmétique, chimique et alimentaire. Dans le 

do ai e ali e tai e, l’e o age este su tout li it  à des produits à forte valeur ajoutée du fait 

du oût le  de p odu tio . L’a lio atio  des pe fo a es de ette te h ologie lits fluidisés 

o ti us pa  e e ple  te d tout de e à la e d e plus a o da le. L’e o age e  lit fluidis  

o siste à fai e passe  u e phase fluide g ale e t de l’ai  à t a e s u  lit de pa ti ules à 

enrober, supportées par une grille, dans le but de les maintenir en suspension (El Mafadi et 

Poncelet, 2007). Pa all le e t à ela, le p oduit d’e o age est pul is  de faço  à fo er une 

e a e autou  des pa ti ules. Ce p o d  pe et do  l’o te tio  de pa ticules de type 

se oi , e ou e tes d’u e ou plusieu s ou hes. 

Cette couche ne se forme cependant pas après un simple passage par la zone de 

pulvérisation : un grand nombre de passages successifs sont nécessaires. La formation de la 

membrane se déroule e  plusieu s tapes. Les gouttes e t e t tout d’a o d e  ollisio  a e  les 

particules, par inertie ou interception. La quantité de gouttes captées par chaque particule dépend 

du mécanisme de collision, du nombre, de la taille et de la vitesse des gouttes par rapport aux 

particules, ai si ue de l’effet de la tu ule e. Ap s ollisio , la goutte s’ tale à la su fa e de la 

pa ti ule e  p e a t la fo e d’u e alotte h isph i ue. Suite à l’ tale e t des gouttelettes, 

ces dernières adhèrent à la surface des particules grâce à la formation de liaisons (mécaniques, 

the i ues…  à l’i te fa e li uide-solide. La solidifi atio  de l’e o age se fait pa  s hage da s le 

as d’u e solutio  d’e o age a ueuse ou pa  ef oidisse e t da s le as d’u  at iau 

d’e o age fo du. Au ou s des les d’e o age, les gouttes so t pa ties aléatoirement sur 

toute la surface de la particule. La continuité de la couche déposée s’ ta lit pa  oales e e e t e 

gouttes oisi es et supe positio  de l’e o age d pos  à ha ue cle (El Mafadi et Poncelet, 2007) 

(Figure 48). 
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Figure 48 : Fo atio  d’u  e o age 

L’e o age e  lit fluidis  peut t e appli u  à l’aide de diff e tes te h i ues dis o ti ues 

se différenciant principalement pa  la positio  de la use de pul isatio . La te h i ue d’e o age 

avec pulvérisation par le haut (top spray) (Figure 49) a été développée à partir du sécheur 

conventionnel en lit fluidisé. 

 

Figure 49 : P i ipe de l’e o age e  lit fluidis  « top spray » 

Les particules à enrober sont placées dans une cuve conique ou cylindrique et sont retenues 

par une grille au fond de la u e. L’ai  t a e sa t la g ille de dist i utio  fluidise les pa ti ules. E  

pa all le, le at iau d’e o age est pul is  à o t e- ou a t pa  la use pla e à l’e t it  

sup ieu e de la ha e d’e o age. Les pa ti ules e t e t alo s e  o ta t a e  les gouttelettes 

da s la zo e de pul isatio  puis atteig e t la ha e d’e pa sio  au-delà de la buse de 

pul isatio  au i eau de la uelle le su plus de sol a t est apo  pa  l’ai  haud. Les pa ti ules 
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retombent puis subissent un nouveau cycle d’e o age. Cette te h i ue pe et l’e o age de 

particules d’u  dia t e allant de 100 µm à environ 2 mm. Elle p se te l’a a tage de e ou i  à 

des cuves de grande capacité et de permettre un accès aisé aux buses. Cependant, cette 

configuration ne permet pas le contrôle de la distance que les gouttelettes parcourent avant 

d’e t e  e  o ta t a e  les pa ti ules (Jones, 1988). Ai si, du fait de l’ apo atio  p atu e des 

gouttelettes d’e o age, des i pe fe tio s peu e t a oi  lieu. Les gouttelettes s h es a a t 

o ta t a e  les pa ti ules so t olle t es pa  le s st e de filt atio  situ  à l’e t it  haute du 

lit fluidis . La ualit  de l’e o age o te u ’est pas adapt e à la li atio  o t ôl e de la pa ti ule 

e o e ais suffisa te pou  as ue  des goûts ou ha ge  l’aspe t de la poud e te tu e, ouleu  

(El Mafadi et Poncelet, 2007). 

La pulvérisation tangentielle a été développée pour produire des granulés plus sphériques 

et plus denses (Figure 50). 

 

Figure 50 : P i ipe de l’e o age « tangential spray » 

Le oto  o siste e  u  dis ue plei  tou a t su  u  a e à l’i t ieu  de la u e. Ce dis ue 

est ajustable en hauteur, ce qui permet de créer un espace à sa périphérie permettant le passage 

de l’air. Les particules, du fait de la force centrifuge induite par le disque, ainsi que de la gravité, 

décrivent une trajectoire hélicoïdale. Parallèlement à cela, une buse pulvérise de fines gouttelettes 

du at iau d’e o age ta ge tielle e t au ou e e t des particules. Contrairement à la 

Buse de 
pulvérisation

Air de fluidisation

Filtres



P ote tio  des β-galactosidases par encapsulation 

140 

technique « top spray », cette technique permet la production de particules pouvant présenter une 

libération contrôlée. Cependant, du fait du stress infligé aux particules, ces dernières ne doivent 

pas être friables (El Mafadi et Poncelet, 2007). 

La pulvérisation par le bas (bottom spray) se déroule à co-courant des particules (Figure 

51). Ce procédé est amélioré par ajout d’u  li d e tu e de Würster) au centre de la chambre de 

pulvérisation, ainsi que d’u  ou a t gazeu  au iliai e. 

 

Figure 51 : P i ipe de l’e o age « bottom spray » 

La buse de pulvérisation est situ e à l’e t it  i f ieu e de la ha e de s hage et 

pulvérise de fines gouttelettes du bas vers le haut à travers le tube Würster. La plaque du fond de 

u e dist i ue u  d it d’ai  plus i po ta t au e t e u’à la p iph ie. Cela e t ai e les particules 

vers le haut de la chambre à travers le tube. Celles-ci ejoig e t e suite la ha e d’e pa sio  où 

le sol a t est apo . Elles eto e t e suite da s le fo d de la u e à l’e t ieu  du tu e , pou  

former un lit fluidisé et sont à nouveau entrainées à travers le tube pour un nouveau cycle 

d’e o age (El Mafadi et Poncelet, 2007). Ce p o d  est le plus adapt  pou  l’e o age de 

particules individuelles : le mouvement ascendant des particules, couplé à la direction de 

pulvérisation, permet un séchage rapide et une réduction des is ues d’agglo atio  et d’att itio  
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(Frey, 2014). Cette configuration permet aussi de réduire le risque de séchage des gouttes avant 

leur dépôt sur les particules. 

3.1.3.3. Choix du procédé 

 Appli u s à ot e p o l ati ue, l’e apsulatio  pa  e o age e  lit fluidis  et pa  

pulvérisation présentent tous deux des avantages et des inconvénients (Figure 52).  

 

Figure 52 : Co pa aiso  des a a tages et i o ie ts des deu  thodes d’e apsulatio  utilisa les à 

l’ helle i dust ielle 

 Le p i ipal a a tage du s hage pa  pul isatio  side da s la possi ilit  d’utilise  des 

ol ules d’i t t sous fo e li uide. Cela p se te ota e t u  a a tage pou  la p ote tio  

des β-galactosidases issues de la souche Kluyveromyces Lactis, qui sont quasiment exclusivement 

commercialisées sous cette forme. Mais la composition de ces préparations enzymatiques rend 

presque impossible leur séchage par pulvérisation : pour leur conservation, elles sont composées à 

plus de 50 % de glycérol. Or, du fait de sa is osit  et de sa te p atu e d’ ullitio  le e  °C), 

le glycérol est un composé inadapté au séchage par pulvérisation (Simmons et Agrawal, 2012). Pour 

limiter la proportion de glycérol, la dilution de la prépa atio  e z ati ue à l’aide de la at i e 

d’e apsulatio  au ait pu t e possi le, ais la poud e o te ue au ait alo s p se t  u e a ti it  

eau oup t op fai le. La p ote tio  de l’e z e KL essite do  la s le tio  d’u e p pa atio  

enzymatique sous forme pulvérulente ou sous forme liquide exempte de glycérol. Mais le séchage 
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par pulvérisation p se te tout de e u  e tai  o e d’i o ie ts pou  l’e apsulatio  

d’e z es. Bie  ue la te p atu e de la pa ti ule ’atteig e pas la te p atu e d’entrée de la 

tour, les forces de cisaillement appliquées lors de la pulvérisation, couplées à la déshydratation de 

la particule, tendent tout de même à altérer leur structure secondaire. À l’i e se, l’e o age e  lit 

fluidis  e p se te pas auta t de fa teu s pou a t alt e  la st u tu e se o dai e de l’e z e à 

encapsuler : la température d’ai  utilisée est relativement basse (généralement comprise entre 40 

et 60 °C pour des applications alimentaires), l'enzyme est déjà sous forme déshydratée et aucun 

isaille e t ’est appli u . U  aut e a a tage de l’e apsulatio  e  lit fluidis  side da s la 

possi ilit  d’utilise  des solutio s d’e o age solu ilis es da s l’ tha ol et o  da s l’eau. Cela 

présente un réel a a tage pou  la fo ulatio  de at i es do  l’o je tif est d’ t e i solu le da s 

l’eau : des ol ules i solu les da s l’eau ais solu les da s l’ tha ol peu e t alo s t e 

s le tio es. Da s le e te ps, l’utilisatio  d’ tha ol permet de réduire encore la 

te p atu e du lit et do  de p se e  l’a ti it  e z ati ue. Idéalement, l’e apsulatio  des 

enzymes KL et AO serait donc réalisée en lit fluidisé. 

 Les matrices utilisables dans le domaine alimentaire 

Les matrices d’e apsulatio  utilisa les da s le do ai e ali e tai e sont relativement 

nombreuses et présentent par conséquent des propriétés très variées. Globalement, elles peuvent 

être regroupées en trois grandes catégories : les glucides, les protéines et les lipides. Ce paragraphe 

se propose donc de lister les matrices les plus couramment utilisées dans le domaine de 

l’e apsulatio  e  p isa t leu  atu e, leu s p op i t s et leu s appli ations les plus significatives. 

Cela pe ett a fi ale e t d’o ie te  le choix quant aux matrices les plus adaptées à notre 

application. Pou  appel, l’o je tif fi al est de d eloppe  u e p e i e at i e ui pe ett ait de 

p ot ge  l’e z e AO du t aite e t the i ue e  fou  à i o-ondes et une seconde matrice qui 

p ot ge ait l’enzyme KL du même traitement thermique, mais aussi du passage gastrique. 

Respectivement, es deu  e z es de o t do  t e li es da s l’esto a  et da s l’i testi  

grêle. 

3.1.4.1. Les glucides 

Parmi les glucides, les gommes, ai si ue la ellulose, l’a ido  et leurs dérivés respectifs 

so t pa ti uli e e t utilis s da s le do ai e de l’e apsulatio  à is e ali e tai e. 
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3.1.4.1.1. La cellulose et ses dérivés 

 La cellulose, constituant majeur de la plupart des plantes, est probablement la substance 

organique naturelle la plus a o da te. Il s’agit d’u e haî e pol i ue li ai e o stitu e 

d’u it s d’a h d oglu ose eli es e t e elles pa  des liaiso s β -4) (Murray, 2009) (Figure 53). 

 

Figure 53 : Structure de la cellulose 

La ellulose, alg  so  i po ta t i eau d’h d o latio , est i solu le da s l’eau et les 

solvants classiques. Ses applications dans le domaine alimentaire restent par conséquent limitées. 

Mais ses groupements hydroxyles peuvent être partiellement ou complètement modifiés par 

certains réactifs : cela permet la formation de dérivés présentant des propriétés intéressantes. Les 

propriétés de la cellulose modifiée dépendent notamment du type de substituant, de sa 

distribution le long du squelette carboné ou encore de son poids moléculaire. Les éthers de 

cellulose sont les dérivés cellulosiques les plus utilisés pour des applications alimentaires, 

pharmaceutiques et d’e apsulatio  (Mishra, 2015). Dans les tats e es de l’U io  

eu op e e, l’utilisatio  de es d i s est glementée par la directive 95/2/EC, qui concerne les 

additifs alimentaires autres que les colorants et les édulcorants (Murray, 2009). Les dérivés 

auto is s o e age ts d’e o age so t les sui a ts : 

- E461 : Méthyl-cellulose 

- E462 : Éthyl-cellulose 

- E463 : Hydroxypropyl-cellulose 

- E464 : Hydroxypropyl-méthyl-cellulose 

- E466 : Carboxyméthyl-cellulose sodique 

 La méthyl-cellulose (MC) est un éther de cellulose mono méthyl-substitué (Figure 54). 

Lorsque son degré de substitution est supérieur à 1,4, la MC est soluble à froid et présente, en 

milieu aqueux, un comportement de gélification thermique réversible : au-dessus de la 

température de gélification e i o   °C , u  gel lasti ue solide est fo  du fait d’asso iatio s 

hydrophobes au sein du polymère. La résistance thermique de ce gel dépend fortement de la 

distribution des substituts. La MC, bon agent filmogène, est notamment utilisée dans le domaine 
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de l’e apsulatio  pour stabiliser les émulsions contenant des huiles (Davidov-Pardo et al., 2008 ; 

Kolanowski et al., 2004 ; Wu et Xiao, 2005). 

L’h d o p op l-méthyl-cellulose (HPMC) est un éther de cellulose présentant des 

substitutions hydro p op l es et th l es su  l’u it  d’a h d oglu ose Figure 54). Ses 

propriétés sont proches de celles de la MC, mais les gels fo s pa  l’HPMC so t oi s sista ts 

et plus souples. En jouant sur le ratio entre les substituts méthyles et hydroxypropyles, il est 

ota e t possi le d’i flue e  la solu ilit  de l’HPMC. Da s le do ai e de l’e apsulatio , 

l’HPMC est principalement utilisé pour ses propriétés stabilisatrices et la libération lente de 

e tai es ol ules d’i t t (Katona et al., 2010 ; Liang et al., 2004 ; Solomon, 2013 ; Song et al., 

2005). 

L’h d o p op l-cellulose est un éther de cellulose non ionique présentant des 

substitutions hydroxypropylées (Figure 54). Il est solu le da s l’eau f oide et l’ tha ol, et possède 

de bonnes propriétés filmogènes : les films obtenus sont flexibles, brillants et non collants. Il est 

compatible avec la plupart des go es et si es solu les da s l’eau, et ota e t la go e de 

gua , l’algi ate, la go e de a ou e ou e o e les as i ates de sodiu  (Mishra, 2015). Il est 

pou  l’heu e très peu utilisé en industrie alimentaire (Murray, 2009) tout comme dans le domaine 

de l’e apsulatio  (Wallick, 2014). 

L’ th l-cellulose (EC) est un éther de cellulose présentant des substitutions éthylées (Figure 

54). Il est plus hydrophobe que la MC et sa solubilité dépend de son degré de substitution. Pour un 

deg  de su stitutio  o p is ,  et , , l’EC est solu le da s l’eau, alo s ue pou  u  deg  de 

su stitutio  sup ieu , l’EC est solu le da s les sol a ts o ga i ues ais i solu le da s l’eau. Les 

produits commerciaux présentent généralement un degré de substitution supérieur à 2,2, ce qui 

leu  pe et d’a oi  u e e elle te solu ilit  o ga i ue. Glo ale e t, l’EC p se te une excellente 

the oplasti it  et pe et ai si la fo atio  de fil s d’u e g a de ualit . Le poi t de 

a ollisse e t d pe d du t pe d’EC, ais il est g ale e t o p is e t e  et  °C. L’EC 

est notamment utilisé pour encapsuler différentes molécules sensibles au pH gastrique (acide 

folique, polyphénols, ita i e D …  g â e à diff e tes te h i ues apo atio  de sol a t, 

ato isatio … . Les at i es ai si o te ues pe ette t de p ot ge  t s effi a e e t la ol ule 

d’i térêt à des pH proches du pH gastrique (entre 1 et 6), mais la libère au niveau intestinal de façon 

t s le te jus u’à  h  et seule e t pa tielle e t (Prasertmanakit et al., 2009 ; Zheng et al., 

2011 ; Shi et Tan, 2002). 
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Enfin, la carboxyméthyl-cellulose sodique (NaCMC) (Figure 54), aussi plus couramment 

appelée gomme cellulosique, est soluble da s l’eau chaude et froide. Elle est physiologiquement 

inerte et acalorique (Wandrey et al., 2010). Elle est notamment utilisée comme liant dans la 

confection de capsules hautement chargées et leur confèrerait dans le même temps une résistance 

thermique (Wallick, 2014). La NaCMC est aussi utilis  pou  l’e apsulatio  d’a tio da ts tels ue 

l’α-to oph ol ou l’a ide as o i ue (Pierucci et al., 2006, 2007). 

 

Figure 54 : Structure des différents dérivés de la cellulose 

3.1.4.1.2. L’a ido  et ses dérivés 

L’a ido , se oi  e g ti ue de la plupa t des g tau , est le pol sa ha ide le plus 

abondant dans la nature après la cellulose. Il s’agit d’u  pol e d’α-D-glucose composé de deux 

fractions : l’a lose et l’a lope ti e (Figure 55). L’a lose est u e ol ule li ai e, do t les 

sidus de glu ose so t eli s pa  des liaiso s α - , ta dis ue l’a lope ti e est u e ol ule 

ramifiée comportant des liaiso s α -  et α -6). 

 

Figure 55 : St u tu e de l’a lose et de l’a lope ti e 

L’a ido  se p se te g ale e t sous la fo e d’u e poud e la he, d pou ue de 

ouleu  et d’odeu , i solu le da s l’eau, da s l’ tha ol et da s la plupa t des sol a ts ou a ts. 

Méthyl-cellulose

Avec R = H ou CH3

Avec R = H ou CH3 ou

Hydroxypropyl-méthyl-cellulose

Avec R = H ou

Hydroxypropyl-cellulose

Avec R = H ou

Carboxyméthyl-cellulose sodique

Avec R = H ou

Ethyl-cellulose

Amylopectine Amylose



P ote tio  des β-galactosidases par encapsulation 

146 

Lo s u’u e suspe sio  d’a ido  est hauff e e  p se e d’u  e s d’eau, l’a lope ti e pe d 

sa dou le st u tu e h li oïdale, e t ai a t le go fle e t des g a ules. L’a ido  est employé dans 

le do ai e ali e tai e pou  des appli atio s d’e apsulatio  isa t ota e t à p ot ge  des 

arômes, des huiles essentielles ou des polyphénols durant leur stockage (Ades et al., 2012 ; Glenn 

et al., 2010 ; Robert et al., 2012). Mais, du fait de so  i solu ilit  da s l’eau et la plupa t des 

sol a ts, l’a ido  est p i ipale e t utilis  sous des fo es odifi es. Il peut en effet être modifié 

par voie chimique (hydrolyse acide), biochimique (hydrolyse enzymatique) et physique. Cela 

pe et l’o te tio  de d i s fo tio els ti ul s, o d s, a t l s, h d o p op l s ou encore 

partiellement hydrolysés (Mishra, 2015). 

 Les a ido s h d ol s s so t la ge e t utilis s da s le do ai e de l’e apsulation. Les 

maltodextrines (Figure 56) sont des polysaccharides obtenus par hydrolyse acide ou enzymatique 

pa tielle de l’a ido . Elles so t a a t is es pa  leu  dextrose équivalent (DE), qui correspond au 

deg  d’h d ol se de l’a ido  plus le DE est le , plus l’h d ol se est i po ta te . Il s’agit d’u e 

poudre blanche, hygroscopique généralement insipide ou légèrement sucrée et aisément digestible 

(Mishra, 2015). Ces hydrolysats sont peu coûteux, solu les da s l’eau et p se te t de fai les 

is osit s. Ils so t pa ti uli e e t utilis s pou  l’e apsulatio  de ol ules lipophiles telles ue 

les arômes, certaines enzymes et huiles. Excepté pou  l’e apsulatio  de ol ules h d ophiles, 

ces hydrolysats doi e t t e oupl s à d’aut es su sta es du fait de leu  fai le apa it  

ulsifia te. Ils peu e t t e utilis s a e  de la go e de gua , des p ot i es solu les da s l’eau 

ou d’aut es o pos s. Les poud es o te ues o t te da e à fo e  des solides amorphes 

pe etta t la p ote tio  des ol ules d’i t t o t e l’ apo atio  ou l’o datio . E  e a he, 

elles o t te da e à s’agglo e  (Forssell, 2004). Ainsi, les maltodextrines sont largement utilisées 

pou  l’e apsulatio  de o pos s a o ati ues (Madene et al., 2006). La rétention des arômes est 

d’ailleu s e  pa tie li e à leu  DE (Bangs et Reineccius, 1982 ; Yoshii et al., 2001) et à leur poids 

moléculaire (Wang et Wang, 2000 ; White Jr. et al., 2003). 

 

Figure 56 : Structure des maltodextrines 

 Des d i s d’a ido  o t t  d elopp s pour être utilisés seuls, sans addition 

d’ ulsifia ts ou d’aut es su sta es essai es lors du recours aux maltodextrines. En Europe, 
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le seul d i  auto is  p se ta t des p op i t s ulsifia tes est l’o t le succinate d'amidon 

sodi ue. Il est o te u pa  g effage d’u  g oupe e t lipophile au s uelette de l’amidon. Les 

p pa atio s o e iales o siste t soit e  des su i ates d’a ido  pu s, soit à u  la ge 

entre les succinates et du sirop de glucose. Ces dérivés, p se ta t u e o e solu ilit  da s l’eau 

froide et une faible viscosité, sont largement utilisés pour la microencapsulatio  d’a ô es, de 

lipides et de vitamines et peuvent aussi être utilisés en association avec la gomme arabique ou des 

protéines telles que la gélatine et la caséine. Ainsi, ils sont largement utilisés pour la protection de 

composés hydrophobes tels que les huiles essentielles Ba a auskie ė et al., 2007 ; Paramita et al., 

2012), les huiles de poisson (Drusch et al., 2006 ; Serfert et al., 2010) et les huiles de fruits 

(Murúa-Pagola et al., 2009 ; Partanen et al., 2002, 2005 ; Tuomasjukka et al., 2006). 

Les cyclodextrines sont des d i s d’a ido  sp ifi ues : il s’agit de ol cules cycliques 

composées de molécules de D-glu ose, o te ues pa  odifi atio  e z ati ue de l’a ido  (Figure 

57). Ces molécules présentent une cavité interne hydrophobe dans laquelle un certain nombre de 

su sta es peu e t t e solu ilis es. Les β-cyclodextrines sont composées de 7 unités de glucose, 

et sont les seules à être autorisées pour la formulation de produits alimentaires. Elles permettent 

notamment de p ot ge  les su sta es lipophiles se si les à l’o g e (López-Nicolás, Núñez-

Delicado, et al., 2007 ; López-Nicolás, Pérez-López, et al., 2007a, 2007b ; López-Nicolás et García-

Carmona, 2007), à la lumière ou à la chaleur (Jouquand et al., 2004 ; Pagington, 1986 ; Qi et Hedges, 

1995), de solubiliser les colorants alimentaires et les vitamines, de stabiliser les parfums, les 

arômes, les vitamines et les huiles essentielles contre des changements non désirés, ou encore de 

supprimer des odeurs ou des saveurs indésirables (Shaw et al., 1984 ; Singh et al., 2002). 

Contrairement à celles formées par les h d ol sats d’a ido , les poud es o te ues à pa ti  de 

cyclodextrines ne sont pas hygroscopiques et sont très stables thermiquement. Mais elles ne 

pe ette t la te tio  ue d’u e fai le ua tit  de su sta es d’i t t, et es de i es doi e t 

être assez petites pour se loger à l'intérieur des molécules de cyclodextrines. 

 

Figure 57 : Structure des cyclodextrines 
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3.1.4.1.3. Les gommes et hydrocolloïdes 

La gomme arabique, aussi connue sous le nom de gomme acacia, est un exsudat de plantes 

issues de la famille des acacias. Elle est o pos e à  % d’a a i ogala ta e espo sa le des 

propriétés filmogènes de la gomme) et à environ 11 % de protéines (responsables de ses propriétés 

émulsifiantes). Sa o positio  a ie tout de e e  fo tio  de la sou e, du li at et d’aut es 

facteurs. Ainsi, sa composition chimique exacte, ainsi que sa structure moléculaire restent 

incertaines. Sa structure probable est tout de même présentée en Figure 58.  

 

Figure 58 : Organisation possible des composants glucidiques de la gomme arabique, adapté de Williams et 

Phillips (2009) 

Elle présente une très bonne solubilité aqueuse et se dissout da s l’eau haude et f oide à 

des concentrations supérieures à 50 % (Mishra, 2015). La gomme arabique est particulièrement 

adapt e à l’e apsulatio  pa  ato isatio  ta t do  u’elle pe et la fo ulatio  d’ ulsio s 

stables, tout en maintenant une viscosité suffisamment faible pour passer facilement à travers la 

pompe et la buse de la tour et en formant des films après séchage. La gomme arabique est 

largement utilisée pour la protection et la conservation des huiles et des composés aromatiques 

additionnés aux produits alimentaires (Bertolini et al., 2001 ; Bhandari et al., 1992 ; Buffo et 

Reineccius, 2000 ; Chang et al., 2006 ; Kanakdande et al., 2007 ; Kaushik et Roos, 2007 ; Kim et 

Morr, 1996 ; Krishnan et al., 2005 ; Sankarikutty et al., 1988 ; Shiga et al., 2001 ; Williams et Phillips, 

2009 ; Yoshii et al., 2001). Elle est aussi efficace pour stabiliser et protéger les bactéries probiotiques 
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durant leur séchage, leur stockage et/ou leur passage gastro-intestinal (Desmond et al., 2002 ; Lian 

et al., 2002). La go e a a i ue ’est e  effet pas dig e pa  les e z es gast o-intestinales 

(Phillips, 1998) et p o u e u  effet p ote teu  a i ue au i eau de l’esto a , e ui pe ett ait 

au  a t ies d’attei d e le ôlo  (Desmond et al., 2002). La gomme arabique permettrait aussi 

d’a lio e  la sista e de e tai es e zymes au traitement thermique tout en les libérant dans 

le milieu de façon lente et prolongée (Ramakrishnan et al., 2007). 

La pe ti e est g ale e t isol e des o es d’ag u es et des op oduits de l’i dust ie 

du jus de po e et des huiles esse tielles d’ag u es (Wandrey et al., 2010). Il s’agit d’u  polyoside 

a io i ue li ai e o stitu  ajo itai e e t d’u it s d’α-D-galacturonique reliées par des liaisons 

α -4). Des molécules de L-rhamnose (1 à 4 %) sont parfois int oduites da s la haî e e  α -2) et 

produisent des irrégularités. Le deg  de tho latio  et d’a idatio  des sidus d’a ide 

glucuronique permettent de caractériser et de classer les pectines (Rolin, 1993). Les plus courantes 

sont peu méthoxylées, très méthoxylées ou amidées (Figure 59). 

 

Figure 59 : Structure des différents types de pectine, adapté de Nguyen et al. (2011) 

Plusieu s glu ides eut es tels le gala tose, le glu ose, le ha ose, l’a a i ose et le lose 

participent à sa structure par la formation de chaînes latérales. Les pectines sont insolubles dans la 

plupa t des sol a ts o ga i ues ais so t solu les da s l’eau jus u’à  % selon leur type. Les 

solutio s a ueuses de pe ti e so t oi s is ueuses ue elles o te ues a e  d’aut es go es 

(Wandrey et al., 2010). En i oe apsulatio , elle est sou e t utilis e e  p se e d’aut es 

at iau  g lati e, p ot i es de soja, hitosa e, algi ate…  et pe et p i ipale e t de hi ule  

des ol ules d’i t t jus u’au i eau du ôlo . La pe ti e est e  effet sista te au passage 

gastro-intestinal et dégradée par les bactéries coliques (Kosaraju, 2005). 

Pectine peu méthoxylée Pectine très méthoxyléePectine amidée
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L’algi ate est u  pol e et ou  da s les pa ois ellulai es des algues u es et les 

ellules a t ie es. Bie  u’il puisse tre utilisé tel quel, il est souvent utilisé, pour des raisons de 

sta ilit , sous fo e d’u  de ses sels algi ate de sodiu  p i ipale e t). L’algi ate est o pos  

de  o o es, l’acide α-L-guluronique (bloc G) et l’a ide β-D-mannuronique (bloc M), formant 

des chaînes linéaires (Figure 60) (Brownlee et al., 2009).  

 

Figure 60 : St u tu e de l’algi ate de sodiu , adapté de Tavassoli-Kafrani et al. (2016) 

Il est principalement connu pour ses capacités gélifiantes : en présence de cations di- ou 

trivalents, des lie s s’ ta lisse t e t e les lo s d’a ide gulu o i ue de diff e tes haînes, créant 

ainsi un réseau (Prasad et Kadokawa, 2009). Ainsi, les alginates contenant un rapport acide 

guluronique/manuronique important sont les plus adaptés. Du fait de sa capacité à gélifier 

io i ue e t do  sa s t aite e t the i ue , l’algi ate est u  at iau i t essa t pou  

l’e apsulatio  de ol ules the ose si les (Draget, 2009). Mais les gels d’algi ate ta t po eu , 

l’e apsulatio  de petites ol ules, o t ai e e t à l’e apsulatio  de a t ies et d’e z es, 

’est pas adapt e (Brownlee et al., 2009). L’algi ate est d’ailleu s largement utilisé pour améliorer 

la stabilité des bactéries durant les procédés de fermentation, le stockage et les conditions 

α-L-guluronate (G)β-D-mannuronate (M)

Bloc M Bloc G Bloc G Bloc MG

Mo o es d’algi ate

Conformation de la chaine

Distribution des blocs
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gastro-intestinales (Annan et al., 2008 ; Brinques et Ayub, 2011 ; Chandramouli et al., 2004 ; 

Chávarri et al., 2010 ; Gbassi et al., 2009 ; Homayouni et al., 2008 ; Jankowski et al., 1997 ; 

Krasaekoopt et al., 2004 ; Mandal et al., 2006 ; Ortakci et al., 2012 ; Sultana et al., 2000). Les 

e z es peu e t aussi t e e apsul es da s des at i es à ase d’algi ate. L’u e des p i ipales 

appli atio s est l’ajout de es e z es da s le f o age pou  u e li atio  le te et o t ôl e 

du a t l’affi age (Azarnia et al., 2010, 2011). Aussi, le procédé traditionnel permettant de former 

les at i es à ase d’algi ate l’e t usio  p se te tout de e deu  i o ie ts ajeu s : il 

est t s diffi ile e t e t apola le à l’ helle i dust ielle et e pe et pas le o t ôle de e tai s 

paramètres (dont la taille des particules) (Burnside, 2014). U  p o d  utilisa le à l’ helle 

industrielle a récemment été développé (Bhandari, 2008) : il o siste à pul ise  l’algi ate de 

sodiu  et le hlo u e de al iu  à t a e s  a osols de faço  à e u’ils e t e t e  o ta t et 

g lifie t. Ce p o d  pe et aussi d’o tenir des matrices de petite taille (entre 10 et 40 µm), en 

deçà du seuil de détection sensorielle. 

Les algues rouges renferment des polysaccharides naturels remplissant les vides de la 

structure de la cellulose de la plante. Les carraghénanes en font partie (Figure 61).  

 

Figure 61 : Structure des différents types de carraghénanes, adapté de Abad et al. (2009) 

Les carraghénanes sont principalement utilisés pour améliorer la viabilité de bactéries 

probiotiques dans des matrices laitières (yaourt et fromage notamment) durant leur stockage 

(Adhikari et al., 2000, 2003 ; Dinakar et Mistry, 1994) mais les gels formés sont fragiles et résistent 

difficilement aux contraintes (Chen et Chen, 2007). 

-carraghénanes

-carraghénanes ι-carraghénanes
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La gomme xanthane est un polysaccharide extracellulaire sécrété par la souche 

Xanthomonas camprestris. Il s’agit d’u  pol le t ol te a io i ue de haut poids ol ulai e se 

présentant sous forme de sels mixtes de sodium, potassium et calcium (Mishra, 2015). Il se 

o pose d’u  s uelette de sidus de glu ose eli s e t e eu  pa  des liaiso s β -4), ainsi que des 

haî es lat ales o pos es de a ose et d’a ide glu u o i ue Figure 62). 

 

Figure 62 : Structure du xanthane, adapté de Kool et al. (2014) 

La gomme xanthane est soluble à froid, présente une viscosité très stable sur une large 

gamme de pH et de température et elle est résistante aux dégradations enzymatiques. Elle 

p se te u e i te a tio  s e gi ue a e  d’aut es at iau  d’e apsulatio  galactomannane 

notamment) (Sworn, 2009). Cette gomme est principalement utilisée pour encapsuler des bactéries 

probiotiques et les protéger durant le stockage, et surtout durant le passage gastro-intestinal (Ding 

et Shah, 2009 ; McMaster et Kokott, 2005 ; Nazzaro et al., 2009 ; Papagianni et Anastasiadou, 2009 ; 

Sun et Griffiths, 2000). 

La gomme laque (ou shellac) est une résine naturelle et biodégradable, synthétisée par un 

insecte (Kerria lacca) (Specht et al., 1999). Chimiquement, la gomme laque est un mélange de 

pol este s o stitu s d’a ides se uite p i ues do t le p i ipal est l’a ide jala i ue  est ifi s 

a e  des a ides g as h d o l s le p i ipal ta t l’a ide aleu iti ue . La si e est o pos e de 

deux fractions : u e f a tio  o stitu e d’este s si ples d’a ides se uite p i ues et d’a ides g as 

h d o l s et u e se o de o stitu e d’este s si ples pol is s pa  des liaiso s este s Figure 

63). 

R1 = H ou COCH3 R2 = H ou R3 = H ou COCH3 ou
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Figure 63 : Structure chimique de la gomme laque, adapté de Limmatvapirat et al. (2008) 

Elle est i solu le da s l’eau à pH a ide ais solu le à pH asi ue (Gardner et Whitmore, 

1929). Cela en fait une substance intéressante pour des enrobages entériques. D’ailleu s, depuis 

peu, elle présente un intérêt grandissant dans les domaines nutraceutiques et des compléments 

alimentaires (Krause et Müller, 2001). Elle est utilisée depuis de très nombreuses années dans le 

domaine pharmaceutique, mais son utilisation décline. La gomme laque est en effet peu soluble au 

pH intestinal et présente une moins bonne stabilité que certains polymères entériques synthétiques 

ou semi-synthétiques (polyacrylates notamment) (Limmatvapirat et al., 2004). Cette observation 

est d’auta t plus ala le pou  les su sta es e apsul es h d opho es. Cepe da t, e tai s 

o e s pe etta t d’a lio e  les p op i t s de la go e la ue o e age t e t i ue o t tout 

de même été développés (Limmatvapirat et al., 2004). 
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3.1.4.2. Les protéines 

3.1.4.2.1. Les p ot i es d’o igi e a i ale 

 Le lait bovin est un mélange complexe qui contient environ 3,5 % (en masse) de protéines. 

Ces protéines sont traditionnellement classées en deux catégories selon leur solubilité. Les caséines 

e i o   % de l’azote total du lait  p ipite t à u  pH p o he de ,  poi t iso le t i ue de la 

as i e . Il s’agit de p ot i es o  glo ulai es, p se tes da s le lait sous forme de gros agrégats 

(micelles de caséine). Les propriétés des caséines diffèrent de celles de la plupart des protéines. 

Elles sont hydrophobes, très chargées et possèdent de nombreux résidus de proline et quelques 

sidus de st i e. Elles e so t fo es ue de ou tes h li es α et poss de t u e st u tu e 

tertiaire restreinte. La dénaturation des caséines est ainsi très limitée (des températures inférieures 

à 100 °C ne provoquent aucune insolubilité de la caséine). De nombreux groupements hydrophobes 

sont exposés, de sorte que les molécules forment facilement des liaisons hydrophobes. Les caséines 

s’asso ie t ai si largement entre elles. Dans le lait, les caséines sont présentes sous forme 

d’asso iatio s olloïdales g a des et plutôt sph i ues, a a t u e taille de  à   : ce sont les 

micelles. Les micelles contiennent aussi du phosphate de calcium, du magnésium, du sodium, du 

potassium et des ions citrates. La caséine est un mélange de plusieurs types de protéines : α-S1, 

α-S , β et . La plupart des molécules de -caséines sont glycosylées à divers degrés, une partie de 

la as i e β est li e pa  des e z es p ot ol ti ues e  -caséine et protéose peptone. Les 

caséi es α-S et β so t des phosphop ot i es ui p ipite t e  p se e d’io s Ca2+, sauf en 

présence de as i es . La as i e est difficilement dénaturée : elle e de ie t i solu le u’à des 

températures supérieures à 120 °C par modifications chimiques. 

 La plupart des protéines sériques sont des protéines globulaires : elles sont relativement 

hydrophobes, possèdent des chaînes peptidiques compactes pliées, riches en hélices α et e  

feuillets β et de ie e t i solu les pa  t aite e t the i ue à u  pH i f ieur à 6,5. 

L’α-lactalbumine possède un site de liaison pour les ions calcium, qui permettent de stabiliser sa 

o fo atio . L’ li i atio  du al iu  ou l’a aisse e t du pH à e i o   ui e ge d e la pe te 

des ions calcium) provoque le dépliage partiel de la protéine, qui devient sujette à une dénaturation 

i e si le à des te p atu es elati e e t asses. La β-lactoglobuline est la protéine sérique 

majoritaire et le plus thermosensible. Face aux traitements thermiques, elle présente donc une 

précipitation et une agrégation plus rapide et plus importante. Sa solubilité dépend fortement du 

pH et de la force ionique mais elle e p ipite pas lo s de l’a idifi atio  du lait. La st u tu e 

se o dai e et te tiai e de la β-lactoglobuline sont bien connues : elle possède deux ponts disulfures 
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et un groupe thiol libre. Le changement de pH et/ou de température modifie ses structures tertiaire 

et uate ai e. Elle se p se te sous fo e de o o e, de di e ou d’o ta e. La 

β-lactoglobuline tend à lier certaines molécules hydrophobes (vitamine A par exemple). L’al u i e 

de sérum bovin est une protéine mineure, possédant 3 domaines globulaires, 14 ponts disulfures 

et un groupement thiol. Les immunoglobulines sont des anticorps synthétisés en réponse à la 

stimulatio  e e e pa  des a tig es. Il s’agit de g a des gl op ot i es de o positio  

hétérogène O’Rega  et al., 2009 ; Walstra et al., 2006). 

 Les caséines et les protéines sériques peuvent être utilisées pour des applications de 

microencapsulation isolées ou en mélange, sous leur forme native ou modifiée. La plupart des 

p o d s d’e apsulatio  so t utilisa les pou  fo e  des at i es à ase de p ot i es laiti es 

(atomisation, lyophilisation, enrobage, extrusion, complexation, coacervation…). Elles présentent 

d’i t essa tes p op i t s pou  l’e apsulatio  : solu ilit  da s l’eau, fai le is osit , p op i t s 

émulsifiantes, filmogènes et gélifiantes. Ces protéines permettent ainsi de stabiliser les systèmes 

d’e apsulatio  pa  ulsifi atio  et de fo e  u e at i e ui suppo te et p ot ge le o pos  

d’i t t lo s du s hage de l’ ulsio  pa  ato isatio . Elles so t ota e t utilis es pou  

protéger des composés hyd opho es o t e l’o datio  (Jimenez et al., 2004, 2006 ; Kim et Morr, 

1996 ; López-Rubio et Lagaron, 2012 ; Moreau et Rosenberg, 1996 ; Partanen et al., 2008) et 

a lio e  la te tio  de e tai es ol ules d’i t t du a t le s hage pa  pulvérisation 

Ba a auskie ė et al., 2006 ; Bayram et al., 2008 ; Brückner et al., 2007). Les protéines laitières sont 

aussi eau oup utilis es pou  l’e apsulatio  de a t ies p o ioti ues. Elles permettent 

ota e t d’a oître leur viabilité durant le stockage dans des produits, mais aussi d’assu e  leu  

survie dans les conditions gastriques (Fritzen-Freire et al., 2013 ; Maciel et al., 2014 ; Pinto et al., 

2015 ; Rajam et al., 2012). Certaines matrices laiti es pe ett aie t e d’a oître la résistance 

thermique des bactéries (Fritzen-Freire et al., 2013 ; Pinto et al., 2015). L’utilisatio  de p ot i es 

sériques pour encapsuler une immunoglobuline et la protéger du passage gastrique et du 

traitement thermique a aussi été mise en évidence (Cho et al., 2005). 

 La gélatine est un mélange de protéines obtenu par hydrolyse partielle du collagène issu de 

la peau, des tissus conjonctifs et des os (Figure 64) (Haug et Draget, 2011).  
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Figure 64 : Structure de la gélatine, d’ap s Zaman et Beg (2015) 

Elle est i solu le da s l’eau f oide mais gonfle à des températures supérieures à 40 °C et se 

dissout en formant une solution colloïdale. Lorsque la température diminue, les molécules de 

gélatine reprennent en partie la structure en triple hélice du collagène et certaines réticulations 

sont formées. Cette p op i t  pe et l’utilisatio  de la g lati e o e at iau d’e apsulatio  

(Meng et Cloutier, 2014). En géné al, elle est utilis e a e  d’aut es at iau  d’e apsulatio  

su ose, a itol, altode t i es, go e a a i ue…  pou  la sta ilisatio  de ol ules 

h d opho es β- a ot e, huile de tho , u u i e, huile de li , l op e, huiles esse tielles… , 

notamment durant leur stockage (Fustier et al., 2015 ; Gómez-Estaca et al., 2015 ; Lam et al., 2014 ; 

Silva et al., 2012 ; Spada et al., 2012 ; Sutaphanit et Chitprasert, 2014 ; Wang et al., 2014) 

3.1.4.2.2. Les protéines d’o igi e g tale 

 Le soja contient entre 35 et 40 % de protéines : 10 % sont des albumines (solubles dans 

l’eau  et e i o   % so t des glo uli es (Fukushima, 2011). Le soja est notamment utilisé en 

industrie alimentaire pour sa valeur nutritionnelle, ainsi que ses propriétés fonctionnelles. Pour 

l’e apsulatio , il est utilis  pou  ses apa it s ulsifia te, g lifia te, fil og e et de a i e 

(Meng et Cloutier, 2014). Mais son caractère allergène et son arrière-goût (herbeux, amer et 

ast i ge t  e  li ite t l’utilisation (Okubo et al., 1992). Le séchage par pulvérisation, la 

oa e atio  et la g lifi atio  so t les p i ipales te h i ues utilis es pou  l’e apsulatio  de 

ol ules d’i t t da s des at i es d’isolat de p ot i es de soja. Ces e apsulatio s permettent 

principalement de as ue  l’a i e-goût de e tai es ol ules d’i t t (Ortiz et al., 2009), de 

protéger des arômes durant leur séchage ou encore de les stabiliser durant le stockage (Charve et 

Reineccius, 2009 ; Kim et Morr, 1996). 

 La zéine est la principale protéine de stockage du maïs et représente 50 % du total des 

protéines. Elle fait partie de la classe des prolamines qui so t des p ot i es i solu les da s l’eau 

mais solubles dans les solutions alcooliques aqueuses. Elles contiennent une part importante 
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d’a ides a i s h d opho es o  polai es (Duodu et al., 2003). Globalement, la zéine est riche en 

leucine, alanine, proline, phénylalanine et glutamine et présente une structure secondaire riche en 

h li es α. Elle p se te d’aut es a a t isti ues i t essa tes sista e the i ue le e, fai le 

a so ptio  d’hu idit , apa it  a i e à l’o g e et au  a ô es . Malg  so  i solu ilit  da s 

l’eau, la z i e est utilisée dans le do ai e de l’e apsulatio  pou  so  a a t e h d opho e. Elle 

est notamment utilisée pour véhiculer des composés antimicrobiens dans des boissons et 

permettre leur libération prolongée (Zhong et Jin, 2009). La sta ilisatio  d’a ô es este la 

principale application de la zéine (Parris et al., 2005 ; Quispe-Condori et al., 2011). 

Le pois est une légumineuse riche en protéines (entre 20 et 30 %) qui se présentent 

principalement (65 à 80 %) sous forme de globulines. Les protéines de pois sont de plus en plus 

utilisées en industrie alimentaire dans la formulation de nouveaux produits du fait de leur caractère 

non allergène, leur importante valeur nutritionnelle et leurs propriétés fonctionnelles intéressantes 

(Gharsallaoui et al., 2009). Du fait de la sensibilité des protéines de pois aux facteurs 

environnementaux tels que le pH ou la force ionique, elles sont généralement utilisées avec un 

autre émulsifiant/stabilisant (Gharsallaoui et al., 2010). Elles permettent, tout comme les protéines 

de soja et la z i e, de sta ilise  des o pos s h d opho es β- a ot e, t igl ides…  du a t les 

procédés de séchage et/ou le stockage (Gharsallaoui et al., 2012). Elles sont aussi utilisées pour la 

fo atio  d’ ulsio s ui so t e suite séchées par atomisation (Ducel et al., 2004 ; Karaca et al., 

2011). 

3.1.4.3. Les lipides 

3.1.4.3.1. Les cires 

 Les i es so t isol es de p oduits a i au  ou g tau . La i e d’a eille est s t e pa  les 

jeunes abeilles pour la construction de leur nid, la cire de carnauba est obtenue à partir de feuilles 

de palmier, tandis que la cire de candelia est extraite des feuilles de l’a uste du e nom. Les 

cires sont des este s d’a ides g as o pos s de triacontyl palmitate (environ 75 %), de triacontyl 

cerotinate (environ 10 %) et de paraffine (environ 15 %). Elles sont pratiquement insolubles dans 

l’eau et fo de t à des te p atu es p o hes de  - 64 °C (Wandrey et al., 2010). Du fait du faible 

o e de g oupe e ts polai es, les i es, et ota e t elle d’a eille, so t pa ti uli e e t 

efficaces pour bloquer la migration de l’hu idit . Elles so t pa  o s ue t ou a e t utilis es 

pou  l’e apsulatio  de o posa ts ali e tai es solu les (Shahidi et Pegg, 2007 ; Uddin et 

Hawlader, 2001). 
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3.1.4.3.2. Les liposomes 

 Les phospholipides o tie e t  lo gues haî es d’a ides g as. Le t oisi e g oupe e t 

h d o le de la gl i e est odifi  pa  l’a ide phospho i ue li  à u e ase telle ue 

l’ tha ola i e ou la holi e (Wandrey et al., 2010). Le phospholipide le plus abondant est la 

phosphatidylcholine, aussi plus couramment appelé lécithine (Taylor et al., 2005). Les 

phospholipides sont présents chez tous les animaux et les plantes, mais pour des applications 

o e iales, ils so t e t aits du jau e d’œuf, de l’huile de olza et de la e a e des glo ules 

gras du lait (Wandrey et al., 2010). Du fait de leur caractère amphiphile, les phospholipides jouent 

u  ôle i po ta t da s la sta ilisatio  d’ ulsio s (Weiner, 2002). Lo s u’ils so t la g s à l’eau, 

ils s’ag ge t ou s’auto-assemblent en bicouches bien structur es et o ga is es. L’appo t d’ e gie 

durant le processus de mélange permet la formation de liposomes, qui ne se forment en général 

pas de façon spontanée (Taylor et al., 2005). Les liposo es so t ai si o pos s d’u  œu  a ueu  

séparé du milieu extérieur par une ou plusieurs bicouches de phospholipides (Lasic, 1998). Ils ne 

sont cependant stables que dans un laps de temps donné : ils sont métastables (Reineccius, 1995). 

Ils pe ette t l’e apsulatio  de ol ules h d ophiles et h d opho es. Da s le do aine 

ali e tai e, ils so t de plus e  plus utilis s et pe ette t ota e t d’e apsule  e tai es 

enzymes (Kheadr et al., 2003 ; Picon et al., 1994 ; Soda et al., 1989) mais aussi de stabiliser des 

édulcorants, des arômes ou des vitamines (Kirby et al., 1991 ; Kosaraju et al., 2006). 

3.1.4.4. Choix des matrices 

 Il existe une multitude de o pos s utilisa les pou  l’e apsulatio  et auto is s da s le 

domaine alimentaire. Les principaux ont été décrits dans les paragraphes précédents. Pour rappel, 

l’o je tif principal de cette étude serait de développer une matrice permettant la protection de la 

β-galactosidase AO vis-à-vis du traitement thermique en four à micro-ondes et sa libération dans 

l’esto a  (produits de type 3 ou 4). Da s le as où et o je tif e puisse t e attei t, l’e apsulation 

de l’e z e KL se ait tudi e. Cela essite ait le d eloppe e t de deu  at i es, la p e i e 

permettrait une protection vis-à-vis du traitement thermique et une libération immédiate 

(produit 4) après traitement, tandis que la seconde permettrait une protection vis-à-vis du 

traitement thermique, ainsi que du passage gastrique (produit 3). 

D’ap s l’ tude i liog aphi ue alis e, il ’e isterait pas de matrice précise permettant la 

p ote tio  de ol ules d’i t t is-à-vis du traitement thermique en four à micro-ondes. Mais le 

mécanisme de chauffage par micro-o des epose su  le ha ge e t d’o ie tatio  des ol ules 
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dipolai es p i ipale e t l’eau  ui o duit, à te e, à leu  f isso e e t Pa ag aphe 3.5 du 

chapitre 1 . Ai si, le d eloppe e t d’u  e o age rendant l’e z e i solu le da s l’eau 

permettrait certainement de limiter sa dénaturation. Pour cela, le composé principal de la matrice 

doit lui-même être très peu soluble, oi e i solu le da s l’eau. 

Tableau 17 : Bilan des propriétés des différentes matrices utilisables 

 
Utilisable par 
enrobage ? 

Peu soluble/insoluble 
da s l’eau ? 

 Résistance 
gastrique ? 

MC +   

HPMC +   

EC + + + 

HPC +   

NaCMC +   

Amidon natif +   

Amidon modifié +   

Cyclodextrine +   

Maltodextrine +   

Gomme arabique +  + 

Pectine +  + 

Carraghénane +   

Xanthane +  + 

Gomma laque + + + 

Alginate    

Protéines laitières + +  

Gélatine +   

Protéines soja +   

Zéine + +  

Protéines pois +   

Cire    

Liposome    

D’ap s l’ tude i liog aphi ue alis e, seuls quatre composés sont peu solubles voire 

i solu les da s l’eau : les caséines, la zéine, l’ thyl-cellulose et la gomme laque (Tableau 17). La 

zéine, riche en acides aminés non-polai es, est i solu le da s l’eau ais solu le da s l’ tha ol. Elle 

ne présente pas de propriétés de rétention parti uli es ta t do  u’elle se ait h d ol s e pa  

les protéases gastriques. Cela en fait donc une matrice potentielle pour la protection de l’e z e. 

Les caséines, du fait de leur hydrophobicité, présentent une réhydratation particulièrement lente 

en milieu aqueux (plusieurs heures) et sont potentiellement hydrolysées par les protéases 

gast i ues. Elles pou aie t pa  o s ue t elles aussi pe ett e la p ote tio  de l’e z e AO du 
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traitement thermique en four à micro-ondes et sa libération au niveau gastrique. Comme la zéine, 

l’ th l- ellulose est i solu le da s l’eau ais solu le da s l’ tha ol. Elle est d’ailleu s utilis e pou  

p ot ge  e tai es ol ules d’i t t du passage gast i ue ais leu  li atio  i testi ale est t s 

lente et seulement partielle. Elle ’est do  pas le a didat id al pou  la p ote tio  de l’u e ou 

l’aut e des e z es tudi es. La go e la ue, i solu le da s l’eau à pH a ide ais solu le à pH 

basique, est en revanche utilisée depuis de nombreuses années dans le domaine pharmaceutique 

comme enrobage gastro-résistant. Elle p se te d’ailleu s u  i t t g a dissa t da s le do ai e 

nutraceutique et des compléments alimentaires. Ce composé pourrait donc être idéal pour la 

p ote tio  de l’e z e KL, dans le cas où la matrice d elopp e pou  l’e z e AO e pe ette pas 

de po d e à l’o je tif fi . 

 Conclusion 

  Plusieurs techniques odifi atio s hi i ues, s le tio  d’e z es issues d’o ga is es 

e t ophiles…  permettent actuellement de stabiliser des enzymes vis-à-vis de conditions 

e i o e e tales d fa o a les te p atu e, pH… . Mais seule l’e apsulatio  est pou  l’heu e 

auto is e da s le do ai e ali e tai e. Les deu  p i ipau  p o d s d’e apsulatio , ai si ue les 

substances généralement utilisées pou  l’e apsulation alimentaires ont par conséquent été 

considérés. Le s hage pa  pul isatio  pe et l’e apsulatio  de ol ules sous fo e li uide 

mais reste potentiellement dénaturant pour des composés tels que les enzymes (perte de structure 

secondaire). En outre, les préparations enzymatiques sous forme liquide sont trop riches en glycérol 

pour être correctement séchées. À l’i e se, le s hage e  lit fluidis  ’entraine théoriquement 

aucune dénaturation des enzymes et permet le recours à des matrices solubilisées da s l’ tha ol. 

D’ailleu s, pa i les o eu  o pos s pou a t t e utilis s da s le do ai e ali e tai e pou  

l’e apsulatio  de ol ules d’i t t, seuls trois ont été retenus. Le premier composé, la zéine, 

est insoluble dans l’eau et solu le da s l’ tha ol. Elle présente aussi une résistance thermique 

le e, u e fai le a so ptio  d’hu idit  et u e apa it  a i e à l’o g e et au  a ô es. Cela 

en fait un composé potentiel pour la protection de l’e z e AO contre le traitement thermique. La 

seconde substance sélectionnée, les caséines, présentent une hydrophobicité qui entraine une 

solubilisation aqueuse très lente. Ainsi, les caséines seront le second matériau utilisé pour protéger 

l’e z e AO. Le troisième composé, la gomme laque, présente une solubilité aqueuse à pH acide 

et une insolubilité à pH basique et permet donc la protection des su sta es d’i t t du passage 

gastrique. La gomme laque pourrait par conséquent être utilis e pou  p ot ge  l’e z e KL, dans 

le cas où les deux matrices précédentes e pe ette t pas l’o te tio  de sultats o lua ts. 
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3.2. Résultats et discussion 

 Avant enrobage en lit fluidisé, la propension des deux préparations enzymatiques à la 

fluidisatio  a tout d’a o d t  ifi e. Les résultats étant positifs, plusieurs formulations 

d’e o age o t t  test es su  l’e z e AO. L’e o age a t  alis  à l’ helle laboratoire sur un 

Mini-Glatt. Les poudres obtenues o t t  a a t is es d’u  poi t de ue ph si o-chimique et 

l’effi a it  de l’e o age is-à-vis du traitement thermique a été étudiée. Dans un dernier temps, 

l’h d ol se du la tose pa  la fo ulatio  la ieu  p ot g e du t aite e t the i ue a t  tudi e 

en conditions gastro-intestinales. 

 Étude de la propension des préparations enzymatiques à la fluidisation 

Les caractéristiques physiques et physicochimiques des particules affectent leur capacité 

de fluidisation. La classification de Geldart (1973), basée sur la taille des particules et sur leur écart 

de masse volumique avec le gaz de fluidisation, pe et d’ alue  ette aptitude Figure 65). 

 

Figure 65 : Classification des particules selon le diagramme de Geldart (1973), d’ap s Shakourzadeh (2002) 

La catégorie C regroupe les particules fines et cohésives dont la fluidisation est difficile. Les 

particules de la catégorie A sont fines et leur fluidisation est relativement facile. La catégorie B 

englobe les particules de type sable, qui sont très facilement fluidisées. Enfin, la catégorie D 

regroupe les particules de diamètre important dont la fluidisation nécessite une vitesse 

relativement importante. 

 Dans un premier temps, la taille des particules de l’e z e AO a par conséquent été 

étudiée. Les résultats sont donnés en Figure 66. 
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Figure 66 : Répartition de taille (en volume) de l’e z e AO 

D’ap s la Figure 66, la répartition de taille de la préparation enzymatique étudiée présente 

une répartition unimodale. Elle présente aussi une granulométrie comprise entre 50 et 400 µm et 

un diamètre médian de 147 µm. En tenant compte de la classification des particules (Figure 65), il 

est probable que cette dernière appartienne à la classe A et soit donc relativement facile à fluidiser. 

Mais si sa masse volumique est faible, il est aussi possi le u’elle appartienne à la classe des 

poudres cohésives, difficilement fluidisables. Or, la plus faible vitesse de fluidisation du Mini-Glatt 

étant relativement élevée (environ 100 mm.s-1), il a d jà t  is e  ide e ue e de ie  ’ tait 

pas essai e e t o pati le a e  l’utilisatio  de poud es cohésives présentant un diamètre 

médian compris entre 40 et 70 µm (To et Davé, 2016). La poudre étudiée étant relativement fine 

et donc potentiellement cohésive, il convient de vérifier sa capacité à être fluidisée dans le 

« Mini-Glatt ».  

 L’ olutio  de la pe te de ha ge à travers le lit peut aisément être reliée à l’ olutio  de 

son régime. En effet, à vitesse nulle, la perte de charge est nulle. Lorsque la vitesse de fluidisation 

est a ue, la pe te de ha ge aug e te jus u’à u e aleu  a i ale o espo da t à l’o te tion 

d’u  lit ouillo a t. Cette aleu  este o sta te ta t ue le lit est sous gi e ouillo a t. Ce 

phénomène est dû au fait que la pression nécessaire au maintien du lit fluidisé en suspension 

correspond au poids de la suspension par unité de surface du lit. Lorsque la vitesse est encore 

aug e t e lit t a spo t  le g adie t de p essio  di i ue du fait d’u e s g gatio  i po ta te 

dans le système gaz/solide (Shakourzadeh, 2002). Ainsi, l’ olutio  de la pe te de ha ge à t a e s 

le lit de poud e e  fo tio  de la itesse d’ai  de fluidisatio  a été étudiée à l’aide d’u  h o t e 

à poudre (Figure 67). 
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Figure 67 : Paramètres de fluidisation de l’enzyme AO 

 D’ap s la Figure 67, la perte de ha ge à t a e s le lit de poud e d’e z e AO aug e te 

rapidement entre 0 et 4 mm.s-1, passa t d’e i o  ,  à ,  a . La aleu  de pe te o  ulle à 

u e itesse d’ai  ulle pou ait s’e pli ue  pa  u  a ue de ali atio  de l’appa eil ou u  d faut 

du dispe seu  d’ai . Glo ale e t, la pe te de ha ge reste globalement sta le jus u’à la itesse 

a i ale d’ai  du h o t e à poud e, à sa oi   .s-1. Ainsi, la vitesse minimale de fluidisation 

de l’e z e AO est d’e i o  de 4 mm.s-1. Pour des vitesses d’ai  o p ises e t e le i i u  de 

fluidisation et 160 mm.s-1, le lit reste ainsi dans un régime bouillonnant. La poudre étudiée semble 

donc pouvoir être fluidisée à l’aide du Mi i-Glatt e  le gla t au i i u  de sa itesse d’ai  de 

fluidisation (100 mm.s-1). 

 Étude des a a t isti ues des pa ti ules o te ues pa  e o age de l’e z e AO 

3.2.2.1. Te eu  e  eau et a ti it  de l’eau des pa ti ules 

 L’a ti it  de l’eau esu e, de faço  glo ale, les fo es de liaiso  e t e l’eau et l’ali e t. Elle 

se définit comme le rapport e t e la p essio  pa tielle de apeu  d’eau de l’ali e t et la p essio  

de apeu  de l’eau pu e. Sa aleu  est do  o p ise e t e  et . Les p oduits p se ta t des 

valeurs inférieures à 0,2 sont considérés comme déshydratés, entre 0,2 et 0,8, des aliments à 

humidité intermédiaire, tandis que les produits présentant des valeurs supérieures à 0,8 sont des 

ali e ts p se ta t u e i po ta te ua tit  d’eau li e. Ces aleu s o t pu t e o l es au  

réactions de dégradation les plus communes dans le domaine alimentaire. Pour les dégradations 

aut es ue l’o datio  des lipides, l’eau agit e  ualit  de a tif ou solvant. Lorsque sa 

o e t atio  aug e te, les d g adatio s u’elle o asio e o t oissa tes. Ai si, u e a ti it  

de l’eau i f ieu e à ,  pe et de s’aff a hi  de tout is ue de prolifération bactérienne et une 

activité inférieure à 0,2 permet quant à elle de limiter grandement les dégradations chimiques 
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(brunissement non enzymatique, hydrolyse e z ati ue et o  e z ati ue . L’h d ol se 

enzymatique est quant à elle quasiment i e ista te e  deçà d’u e a ti it  de l’eau de , . 

 

L’a ti it  de l’eau et la te eu  e  eau des poud es o te ues ap s e o age de l’e z e 

AO avec les différentes matrices de protection sont présentées en Tableau 18. 

Tableau 18 : Te eu  e  eau et a ti it  de l’eau des poudres obtenues par enrobage 

 Teneur en eau (%) aw 

Enzyme seule 6,6 ± 0,4 0,48 ± 0,01 

CM 20 % 8,2 ± 0,5 0,44 ± 0,01 

CM 40 % 10,5 ± 0,4 0,54 ± 0,01 

Zéine 20 % 7,8 ± 0,7 0,43 ± 0,01 

Zéine 40 % 5,7 ± 0,3 0,33 ± 0,01 

Zéine 40 % + glycérol 6,9 ± 0,4 0,31 ± 0,01 

D’ap s le Tableau 18, les poud es o te ues pa  e o age à l’aide de CM présentent une 

te eu  e  eau et u e a ti it  de l’eau pa ti uli e e t le es. C’est d’ailleu s plus 

particulièrement le cas pour la poudre enrobée à 40 %. Ces dernières pourraient difficilement être 

intégrées telles quelles dans la formulation sèche. À l’i e se, les poudres obtenues par enrobage à 

l’aide de z i e p se te t des te eu s e  eau et u e a ti it  de l’eau plutôt asses. Leur conservation 

durant le stockage sera donc bien meilleure. Cela s’e pli ue ais e t pa  le fait ue la poudre de 

z i e soit h d at e da s de l’ tha ol et o  de l’eau o e elle de CM. 

3.2.2.2. Aspect, taille et forme des particules 

 L’ tude de l’aspe t, de la taille et de la forme des particules obtenues vont permettre une 

p e i e aluatio  de l’ho og it  de l’e o age. Ai si, elles ont été caractérisées par 

microscopie électronique à balayage (Figure 68). 
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Figure 68 : Photographies de MEB des particules obtenues après enrobage (grossissement x 400)  

A : sans enrobage, B : enrobage zéine 20 %, C : enrobage zéine 40 %, D : enrobage zéine 40 % + glycérol,  

E : enrobage CM 20 %, F : enrobage CM 40 % 

 D’ap s la Figure 68, la préparation enzymatique non enrobée (A) présente d’i po ta tes 

irrégularités de surface. Cette dernière est particulièrement ridée (flèches roses) et possède de 

nombreuses protubérances sphériques (flèches blanches). À l’i e se, les particules enrobées à 

l’aide de zéine (B, C et D) présentent une surface relativement lisse. Les irrégularités de surface 

observées pour la préparation enzymatique non enrobée, et notamment la présence de 

protubérances, semblent être masquées et donc recouvertes pa  l’e o age. Les pa ti ules 
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e o es à l’aide de CM (E et F) semblent elles aussi plus lisses que les particules de départ mais 

certaines protubérances sont encore observables (flèches blanches). Elles présentent aussi un 

certain nombre de craquelures visibles (flèches bleues), potentiellement provoquées par la 

déshydratation de la solution de CM lo s de l’e o age ou e t ai es pa  le fais eau d’ le t o s 

lors de l’a al se. De nombreuses particules de très petite taille (entre 4 et 20 µm) sont aussi 

observables pour ces deux préparations : une partie de la solution d’e o age a p o a le e t 

séché a a t d’e t e  e  o ta t a e  les pa ti ules de la préparation enzymatique. Visuellement, 

les pa ti ules e o es à l’aide de z i e pa aisse t ieu  p ot g es de l’e i o e e t e t ieu  

que les particules natives ou enrob es à l’aide de CM. 

 La Figure 69 présente la répartition de taille en volume des particules obtenues par 

enrobage. 

 

Figure 69 : Distribution granulométrique (en volume) des différentes particules obtenues par enrobage 

 Pou  ot e appli atio , ette esu e pe et p i ipale e t d’ alue  si l’e o age 

provoque ou non une agglomération des particules entre elles. En effet, en assimilant 

g ossi e e t les pa ti ules o  e o es o e ta t des sph es d’u e de sit  de , , a a t 

une valeur de sphéricité de 0,8 avec un diamètre moyen de 125 µm, leur enrobage tel que réalisé 

da s e p ojet  et  % d’e o age  e t ai e ait l’a oisse ent de leur taille de seulement 

environ 3 et 6 µm, respectivement. Cet accroissement est donc difficilement décelable lo s d’u e 

analyse granulométrique. 

D’ap s la Figure 69, la préparation enzymatique non enrobée présente une granulométrie 

comprise entre 50 et 400 µm. Certaines particules présentent tout de même des diamètres plus 

fai les, o p is e t e  et  µ . Le dia t e dia  des pa ti ules est d’e i o   µm. Les 
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particules enrobées avec la solution de zéine à 40 % en présence de glycérol présentent exactement 

la même répartition que la poudre témoin. Ainsi, aucune agrégation des pa ti ules ’est o se e. 

Il e  est d’ailleu s de e pou  les deu  aut es poudres enrobées avec les solutions de zéine. La 

poud e e o e à  % à l’aide de CM présente quant à elle une distribution similaire à la 

p pa atio  o  e o e, ais de o euses pa ti ules fi es d’u e taille comprise entre 5 et 

10 µm sont observables. Cela corrobore les observations de MEB : ces particules sont 

p o a le e t issues du s hage de la solutio  d’e o age a a t so  e t e e  o ta t a e  les 

particules à enrober. Il s’agit do  p o a le e t de poud es de CM. Ce phénomène est d’ailleu s 

encore plus visible avec la poudre enrobée à 40 % avec le CM. Cette dernière présente aussi une 

forte agrégation, confirmée par la présence de particules de plus de 1000 µm. Ainsi, ces résultats 

confirment les observations réalisées en MEB : l’e o age se le de meilleure qualité pour les 

pa ti ules e o es à l’aide de la z i e. 

 É aluatio  de l’effi a it  de l’e o age de l’e z e AO 

3.2.3.1. Activité résiduelle après enrobage 

Bie  ue l’e o age e  lit fluidis  soit u  p o d  glo ale e t e e pt de conditions 

fastes à l’a ti it  de l’e z e d sh d atatio , isaille e t, te p atu es le es… , il o ie t 

néanmoins de vérifier son activité après encapsulation (Tableau 19). 

Tableau 19 : Activité résiduelle des préparations enzymatiques après enrobage 

Mat i e d’e apsulatio  
Activité résiduelle après 

enrobage (%) 

Caséines 20 % 89,8 ± 6,5 

Caséines 40 % 109,9 ± 14,6 

Zéine 20 % 101,7 ± 4,5 

Zéine 40 % 107,1 ± 6,4 

Zéine 40 % + glycérol 109,9 ± 14,5 

D’ap s le Tableau 19,  les p pa atio s e z ati ues e o es à l’aide de la at i e 

caséinique présentent une activité résiduelle assez variable. Respectivement, les préparations 

e o es à  et  % p se te t u e a ti it  siduelle d’e i o   et  %. Cette a ia ilit  

pou ait s’e pli ue  pa  u e ag gatio  des pa ti ules ui e de t la poud e obtenue assez 

h t og e. Mais, glo ale e t, au u e pe te sig ifi ati e d’a ti it  ’est epe da t o se e. 

Pou  les e z es e o es à l’aide des t ois at i es de z i e, leu  a ti it  se situe e t e  et 
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 %. U e a iatio  d’a ti it  assez i po ta te est aussi o se e pou  la poud e e o e à l’aide 

de zéine et de glycérol. Pourtant, cette dernière semble relativement homogène. Les valeurs 

d’a ti it  sup ieu es à  % pou aie t tout de e s’e pli ue  pa  u e au aise pa titio  

de l’e z e e obée. Dans tous les cas, l’e o age e  lit fluidis  ’e t ai e au u e pe te sig ifi ati e 

d’a ti it . 

3.2.3.2. Effi a it  de l’e o age is-à-vis des traitements thermiques 

L’o je tif de l’e o age étant de protéger l’e z e vis-à-vis du traitement thermique en 

four à micro-o des, l’ tude e e su  l’a ti it  des e z mes natives (résultats détaillés dans le 

paragraphe 2.2.4 de ce chapitre) a été déclinée pour chacune des préparations obtenues par 

enrobage. N a oi s, au u e diff e e sig ifi ati e d’a ti it  ’a a t alo s t  ot e da s les 

diff e ts ilieu  tudi s eau, SMUF et lait , l’a ti it  des p pa atio s e o es se a tudi e 

seulement dans le milieu le plus simple, à sa oi  l’eau, et a e  la te h i ue la plus apide, à sa oi  

l’ONPG. Les sultats so t p se t s e  Figure 70. 

 

Figure 70 : Efficacité de l’e o age de l’e z e AO is-à-vis des différents traitements thermiques 

 D’ap s la Figure 70, les cinq enrobages étudiés permettent à l’e z e de conserver la 

totalité de son activité durant le traitement thermique à 20 %. Pour rappel, ce dernier entraine une 

te p atu e fi ale au œu  du p oduit de  °C (Figure 31). Malgré cette température 

particulièrement basse, sa s e o age, l’e z e p se tait alo s u e a ti it  p o he de  %. Pou  

le second traitement thermique étudié, la température atteinte par le produit en fin de traitement 
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thermique est proche de 40 °C. L’e z e ative présentait alors une activité résiduelle proche de 

 %. E  l’e o a t à l’aide des at i es à  % CM, zéine, zéine et glycérol), l’a ti it  o te ue 

après traitement thermique est très proche de 100 %. Les deux matrices à 20 % permettent quant 

à elles de o se e  e i o   % de l’a ti it  des e z es. Suite au traitement thermique « 60 % », 

le p oduit attei t u e te p atu e d’e i o   °C. Cette température entrainait une perte de 60 % 

de l’a ti it  de l’e z e ati e. Enrobée avec les matrices « zéine 20 % » et « CM 40 % », l’e z e 

conserve environ 80 % de son activité. Grâce aux trois autres enrobages, elle conserve environ 100 

% de son activité. En atteignant 70 °C lors du traitement « 80 % », l’e z e ati e pe d la 

quasi-totalité de son acti it . L’e o age à ase de z i e  %  pe et d’e  o se e  à pei e 

40 %. Les deux autres enrobages à base de zéine (40 %) protègent e o e ieu  l’e z e puis ue 

cette dernière présente alors une activité résiduelle proche de 80 %. Les matrices à base de CM 

so t ua t à elles oi s p ote t i es puis ue l’a ti it  siduelle esu e ’est ue de  %. E fi , 

suite au traitement thermique « 100 % », le produit atteint une température de 86 °C. Cette 

température entraine une perte totale de l’a ti it  de l’e z e ati e. L’e o age à l’aide de z i e 

permet de conserver entre 10 et 20 % de son activité contre environ 5 % pour les enrobages à base 

de CM. 

 Ces résultats, notamment pour les matrices à base de zéine, sont particulièrement 

encourageants. En effet, le traitement thermique recommandé au consommateur pour la cuisson 

des prépa atio s i dust ielles est de  i   s à  W. O , d’ap s les esu es de te p atu e 

réalisées grâce au four à micro-ondes Mars 6, ce traitement thermique entraine une température 

fi ale au œu  du p oduit de  °C. Cette te p atu e finale se situe donc entre celle atteinte lors 

du traitement « 60 % » (52 °C) et du traitement « 80 % » (70 °C). Or, lors de chacun de ces deux 

t aite e ts, l’e z e e o e a e  la at i e à ase de z i e  %  pe et de p ot ge  l’e z e 

à hauteur de 100 % et 80 %, respectivement. Il est do  fo t p o a le ue l’e z e e o e à l’aide 

de cette matrice, même après le traitement thermique recommandé aux consommateurs, permette 

d’h d ol se  assez de la tose du a t la digestio  gast i ue pou  pe ett e de e pli  l’o je tif 

initialement fixé (moins de 18 g de lactose par litre de formulation). Pour vérifier cette hypothèse, 

l’a ti it  de l’e z e e o e à l’aide de z i e  %  sera étudiée en conditions gastriques après 

traitement thermique. 

3.2.3.3. Etude de l’a tio  de la β-galactosidase durant la digestion gastro-intestinale 

D’ap s les sultats p de ts, les at i es à ase de z i e  %  et de z i e et gl ol 

(40 %) permettent de protéger très effi a e e t l’e z e AO du t aite e t the i ue e  fou  à 
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micro-ondes. Ces deux matrices présentant une efficacité quasiment identique, seule celle sans 

glycérol sera par la suite étudiée. En effet, l’o je tif ta t à te e d’utilise  et e o age da s u  

produit alimentaire, autant limiter le recours aux additifs non indispensables. 

Globalement, l’e z e AO e o e a e  la at i e à ase de z i e à  % a ainsi été 

étudiée dans des conditions in vitro mimant les conditions gastriques, après un traitement 

thermique en four à micro-ondes Mars 6 durant 1 min 30 s à 750 W. Dans un premier temps, l’a tio  

de l’e z e su  l’h d ol se du la tose a donc été étudiée durant 120 min, en solution SMUF, à 

37 °C et selon la cinétique de diminution du pH gastrique donnée en Tableau 5. Les résultats sont 

présentés en Figure 71. 

 

Figure 71 : Ci ti ue d’h d ol se du la tose, pa  l’e z e AO e o e a e  de la z i e  %  et t ait e 

the i ue e t, e  solutio  SMUF da s les o ditio s de l’ tape de digestio  gast i ue 

 Ap s le t aite e t the i ue e o a d  pou  la uisso  des fo ulatio s, l’e z e AO 

native ne permet aucune hydrolyse du lactose contenu dans le milieu réactionnel (Figure 71). Dans 

es es o ditio s ais sa s t aite e t the i ue p ala le, l’e z e pe ettait u e 

hydrolyse correcte du lactose, aboutissant à u e o e t atio  d’e i o   g de lactose par litre 

de p oduit. D’ap s la Figure 71, l’e o age de l’e z e AO lui p o u e ie  u e p ote tio  du a t 

le t aite e t the i ue et lui pe et d’agi  da s des o ditio s de te p atu e et de pH si ula t 

le passage gastrique. Bie  ue l’h d ol se du la tose soit l g e e t oi s effi a e a e  l’e z e 

e o e, ette de i e pe et tout de e l’o te tio  d’u  p oduit à e i o   g de la tose 

pa  lit e de fo ulatio . Cela pe ett ait de e pli  l’o je tif i itiale e t fi . 

 Co e pou  l’e z e ati e, de faço  à se app o he  au ieu  des o ditio s d’u e 

digestion gastrique, le produit est étudié dans des conditions de digestion in vitro. L’e z e 
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enrobée est donc placée dans la formulation sèche, puis h d at e à l’aide de lait ½ écrémé. Après 

t aite e t the i ue, l’h d ol se du la tose pa  l’e z e est sui ie da s u  ilieu si ula t les 

sécrétions gastriques et contenant de la pepsine. Les conditions de pH et de température sont les 

es ue p de e t. L’h d ol se du lactose dans ces conditions est donnée en Figure 72. 

 

Figure 72 : Ci ti ue d’h d ol se du la tose pa  l’e z e AO e o e a e  de la z i e (40 %) et traitée 

thermiquement durant la digestion gastrique in vitro monocompartimentée 

 D’ap s la Figure 72, l’h d ol se du la tose pa  l’e z e AO da s le p oduit réhydraté et en 

p se e de la solutio  gast i ue se le ide ti ue à l’h d ol se o se e da s la solutio  SMUF. 

La p se e de pepsi e ’a, o e da s le as de l’e z e ati e, au u e i flue e su  son 

a ti it . De e, la at i e ali e tai e e se le pas i flue e  l’a ti it  de l’e z e. Ai si, 

l’a tio  de l’e z e du a t le passage gast i ue se le pe ett e l’o te tio  d’u  p oduit 

présentant une concentration en lactose de 19 g.l-1. Bien que cela se situe légèrement au-dessus 

de l’o je tif fi , le sultat este t s satisfaisa t. Pour définitivement valider ou invalider la 

possi ilit  de e ou i  à l’e z e e apsul e pou  les p oduits su issa t u  t aite e t the i ue, 

une digestion gastro-intestinale dynamique est réalisée. 

 Pou  appel, l’u e des p incipales modifications apportée au modèle monocompartimenté 

a t  la si ulatio  de la ida ge gast i ue, et l’appo t s ue tiel des solutio s gast i ues pepsi e 

et lipase) et intestinales (pancréatine, acides biliaires et trypsine). Contrairement aux précédentes 

cinétiques pour lesquelles il était aisé de pratiquer des prélèvements, dans le cas de ce modèle 

semi-dynamique, seul un prélèvement en fin de phase intestinale est réalisable. Ainsi, après 

passages gastrique et intestinal, la concentration finale en lactose du produit a été mesurée. Cette 

dernière est de 17,3 ± 2,3 g.l-1. Or, pour répondre aux besoins de la majorité des intolérants au 

la tose, il a t  is e  ide e ue l’appo t e  lactose devait être inférieur à 18 g de lactose par 

0

10

20

30

40

50

0 20 40 60 80 100 120

C
o

n
ce

n
tr

at
io

n
 e

n
 la

ct
o

se
 (

g.
l-1

)

Temps (min)

Solution SMUF

Solution gastrique



P ote tio  des β-galactosidases par encapsulation 

172 

litre de produit. Les paramètres simulant la digestion gastro-intestinale ayant été choisis pour se 

pla e  da s les o ditio s les plus fastes pou  l’e z e, il est e isagea le de pe se  que l’ajout 

de 4500 u it s d’e z es AO e o e à l’aide de la at i e à ase de z i e aux produits de type 3 

et 4 pe ett ait l’o te tio  d’u  p oduit t ait  the i ue e t ui o ie d ait à la ajo it  des 

personnes intolérantes au lactose. Bien sûr, cette hypothèse nécessiterait une confirmation par des 

études in vivo mais les résultats obtenus sont particulièrement encourageants. 
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3.3. Conclusion 

Da s l’opti ue de sta ilise  l’e z e AO vis-à-vis du traitement thermique, les procédés et 

les matrices généralement utilis s pou  l’e apsulatio  de o pos s ali e tai es o t t  tudi s. 

Ainsi, le séchage par pulvérisation tend tout de même à altérer la structure secondaire des 

e z es. L’e o age e  lit fluidis  a do c été sélectionné. De nombreuses matrices sont aussi 

utilisa les da s le do ai e ali e tai e, ais au u e ’a t  ide tifi e o e pa ti uli e e t 

effi a e pou  la p ote tio  de ol ules d’i t t is-à-vis des traitements thermiques. Mais le 

mécanisme de chauffage par micro-ondes reposant sur le changeme t d’o ie tatio  des ol ules 

dipolai es p i ipale e t l’eau , le d eloppe e t d’u  e o age e da t l’e z e i solu le 

da s l’eau pe ett ait e tai e e t de li ite  sa d atu atio . C’est pou uoi la z i e, p i ipale 

protéine du maïs, et la caséine, protéine majeure du lait, ont été sélectionnées. 

 L’e o age de l’e z e AO a été mené à l’ helle la o atoire dans un Mini-Glatt (Glatt 

GMbH, Allemagne). Cinq matrices, à base de zéine et de CM, ont ainsi été développées puis 

a a t is es. D’ap s les observations de MEB, les matrices à base de zéine semblent de meilleure 

qualité : elles présentent une surface plus lisse et sans craquelures. Il en est de même pour les 

observations granulométriques : les at i es à ase de z i e e p se te t pas d’agglomération, 

ni de petites particules correspondant à de petites particules issues de la solution d'enrobage ayant 

séché. La te eu  e  eau et l’a ti it  de l’eau de es pa ti ules est aussi i f ieu e à elles o te ues 

avec la matrice à base de CM. Elles pourraient ainsi aisément être incorporées à la formulation 

s he, sa s ai te d’agglo atio  ou de pe te d’a ti it . Da s le e te ps, l’e o age e  lit 

fluidisé apparait comme un procédé « doux », ’e t ai a t pas de pe te d’a ti it  de l’e z e. 

L’ tude de l’effi a it  de l’e o age su  la sista e au  t aite e ts the i ues de l’e z e AO 

a, e  out e, do  d’e elle ts sultats : les matrices à base de zéine (40 %) permettent de 

o se e  l’i t g alit  de l’a ti it  e z ati ue ap s u  t aite e t thermique « 60 % », 80 % de 

son activité après un traitement thermique « 80 % » et entre 10 et 15 % de son activité après un 

traitement thermique « 100 % ». Le traitement thermique de référence se situant entre le 

traitement « 60 % » et le traitement « 80 % », il est t s p o a le ue l’e z e e o e p se te 

e o e plus de  % de so  a ti it  ap s t aite e t. Pou  s’e  assu e , l’h d ol se du la tose 

du a t la digestio  gast i ue pa  l’e z e e o e a e  la at i e à ase de z i e  %  t ait e 

thermiquement a été suivie. Ce suivi a été réalisé en solution SMUF simple, dans le produit 

réhydraté selon un modèle de digestion gastrique statique et monocompartimenté, ainsi que dans 

le produit réhydraté selon un modèle de digestion gastro-intestinale dynamique. Dans tous les cas, 
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le produit obtenu en fin de digestion présentait une concentration en lactose inférieure à 18 g.l-1. 

Il apparait donc que la zéine est une matrice très intéressante pour la protection des 

β-galactosidases durant des traitements thermiques en four à micro-ondes. Elle permet ainsi, en 

p ot gea t effi a e e t l’e z e AO, le d eloppe e t de p oduits de t pe  et  ui sont 

adaptés aux intolérants au lactose (Figure 73). 

 

Figure 73 : Bilan de l’e apsulatio  de l’e z e AO et de son incorporation dans les produits 3 et 4 
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4. Conclusion du chapitre 

L’o je tif de ette pa tie du p ojet tait de d eloppe  quatre types de produits diététiques 

adaptés à la majorité des intolérants au lactose. Après une étude bibliographique approfondie, il a 

t  d id  d’i t g e  à la fo ulatio  s he u e, oi e deu  β-galactosidases dont la vocation était 

d’h d ol se  le la tose e t e la phase de réhydratation du produit et son arrivée au niveau du côlon. 

Pou  le p oduit de t pe , di e te e t o so  ap s sa h d atatio , l’ajout de 

4500 u it s d’e z e issue de la oisissu e Aspergillus oryzae pe et l’o te tio  d’u  p oduit 

adapté aux intolérants au lactose. En effet, dans les conditions gastriques acides et malgré la 

p se e de pepsi e, la β-gala tosidase h d ol se o e te e t le la tose et pe et l’o te tio  

d’u  p oduit p se ta t u e te eu  e  la tose i f ieu e à  g.l-1 avant son arrivée colique. 

Le produit de type 2 est quant à lui placé en conditions réfrigérées durant 30 à 240 min 

ap s sa h d atatio  et a a t sa o so atio . L’additio  de  u it s d’e z e issue de la 

levure Kluyveromyces lactis pe et là aussi l’o te tio  d’u  p oduit o e a t à la ajo it  des 

intolérants au lactose. Du fait de la neutralité du produit, et malgré le basse température de 

réfrigération, l’e z e pe et e  effet u e h d ol se i po ta te du la tose du a t les  

premières minutes de réfrigération. Ainsi, au bout de 30 i , la te eu  e  la tose du p oduit ’est 

plus que de 16,5 g.l-1.  

Du fait du t aite e t the i ue u’ils su isse t di e te e t ap s la h d atatio , le 

développement des produits de type 3 et 4 a été plus laborieux. Les deux enzymes étudiées, 

the ose si les, ’ taie t pas e  esu e d’h d ol se  le la tose ap s le t aite e t the i ue de 

f e e. Des e o ages de p ote tio  à ase de p ot i es peu solu les ou i solu les da s l’eau 

ont par conséquent été développés pou  l’e z e la oi s the ose si le (enzyme AO). Les 

sultats o te us ap s e o age so t pa ti uli e e t satisfaisa ts, et l’e z e AO permet, 

du a t la digestio  gast i ue et ap s t aite e t the i ue, l’o te tio  de p oduits p se ta t 

une teneur en lactose inférieure à 18 g.l-1. Ai si, l’additio  de  u it s d’e z e issue de la 

moisissure Aspergillus oryzae et e o es à l’aide d’u e at i e de z i e, pe et au  p oduits de 

t pe  et  d’ t e adapt s à la ajo it  des i tol a ts au la tose. 

Ainsi, l’o je tif i itiale e t fi  est plei e e t e pli (Figure 74). 
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Figure 74 : Bila  de l’i o po atio  des e z es AO et KL da s les  t pes de p oduits i dust iels 
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1. S le tio  d’u e sou e d’a ido  adaptée aux produits 

 

L’a ido  o stitue la p i ipale sou e d’ e gie de la ajo it  de la populatio  

mondiale. Dans la formulation industrielle sèche, elle apporte une quantité théorique 

de glucose non négligeable. Mais malgré un processus de digestion complexe et 

effi a e, u e pa tie de l’a ido  ali e tai e peut rejoindre le côlon au niveau duquel il 

est métabolisé par la flore commensale. Outre la perte énergétique, cette 

ta olisatio  peut e t ai e  des i o fo ts digestifs. Mais la pa t d’a ido  happa t 

à la digestion est très variable selon la source botanique et les traitements physiques, 

chimiques et thermiques subis. L’o je tif de cette étude est donc de sélectionner, pour 

chacun des quatre types de produit, la ou les sou e s  d’a ido  p se ta t la te eu  

en amidon résistant la plus faible. Ainsi, dans un premier temps, une étude 

bibliographique permettra de mettre en évidence la composition et la structure de 

l’a ido , so  p o essus de digestio  et les i pli atio s sa t , ainsi que les facteurs 

influençant sa digestibilité. Dans un second temps, la digestibilité de sept sources 

d’a ido  se a tudi e et o pa e e p i e talement. 
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1.1. Digestio  de l’a ido  : étude bibliographique 

 L’a ido  : composition et structure 

 L’a ido  est la p i ipale su sta e glu idi ue de se e pou  les g tau  sup ieu s et 

représente par conséquent une fraction pondérale importante des céréales (30 à 70 %), des 

tubercules (60 à 90 %) et des légumineuses (25 à 50 %). Il constitue aussi la principale source 

d’ e gie pou  la ajo it  de la populatio  o diale. Il s’agit d’un composé nutritionnel abondant, 

renouvelable, peu coûteux et qui présente des propriétés techno-fonctionnelles intéressantes 

paississa t, g lifia t, lia t…  (Boursier, 2005). 

 L’a ido  atif se p se te sous forme de granules relativement denses, insolubles dans 

l’eau f oide et do t le dia t e a ie e t e  et  µ  (Figure 75). Tout comme sa taille, la forme 

de l’a ido  d pe d de so  o igi e ota i ue. G ale e t, les g a ules de tu e ules so t 

volumineux et de forme ovale, ceux de céréales polygonales ou sphériques et ceux de légumineuses 

sphériques ou réniformes (Liu, 2005). 

 

Figure 75 : Aspe t i os opi ue d’u  a ido  de a io  MEB g ossisse e t  , d’ap s Boursier (2005) 

 L’a ido  est esse tielle e t o pos  d’u it s d’α-D-glucopyranosyl et renferme deux 

polymères de structures différentes : l’a lose, ol ule li ai e, et l’a lope ti e, ol ule 

ramifiée. Le ratio entre ces deux polymères diff e selo  l’o igi e ota i ue de l’a ido . 

Natu elle e t, il est o pos  d’e i o   % d’a lope ti e et  % d’a lose. Les a ido s 

cireux sont quant à eux très riches en amylopectine (entre 92 et 100 %), tandis que les amidons à 

haute te eu  e  a lose atteig e t  à  % d’a lose. U  a ido  g ti ue e t odifi  

attei t e  % d’a lose (Case et al., 1998). L’amidon renferme aussi une faible proportion de 

o posa ts o  glu idi ues lipides, p ot i es, phospho e… . 

50 µm
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 L’a lose est u e a o ol ule li ai e o pos e d’u it s de D-glucose reliées entre 

elles pa  des liaiso s α -4) (Figure 76) et de rares liaisons α -6) la rendant faiblement ramifiée 

(Takeda et al., 1984). L’a lose se o pose de plusieu s haî es p se ta t des deg s de 

polymérisation compris entre 500 et 6000 unités de glucose. 

 

Figure 76 : St u tu e de l’a lose, d’ap s Liu (2005) 

Sa masse moléculaire est comprise entre 105 et 106 Daltons. Chaque macromolécule 

possède une extrémité réductrice et une extrémité non réductrice. L’a lose peut adopte  u e 

conformation hélicoïdale comportant de 6 à 8 unités glucose par tour, stabilisée par la présence de 

liaisons hydrogènes entre les unités glycosyl. Cette hélice forme une cavité hydrophobe dans 

la uelle peu e t se o ple e  des al ools, des ati es g asses, de l’iode… (Boursier, 2005). En 

raison de sa forte tendance à former des liaisons hydrogène intramoléculaires, donnant lieu à une 

transition pelote statistique-double hélice et à une forte tendance à la cristallisation par 

entassement de chaînes (première étape du phénomène appelé "rétrogradation"), les solutions 

d’a lose so t peu sta les (Buléon et al., 1990). 

 L’a lope ti e est le o stitua t glu idi ue p i ipal de la plupa t des a ido s. Il s’agit 

d’u e ol ule a ifi e, o pos e de ultiples ou tes haî es d’u it s glu ose, eli es e t e 

elles par des liaiso s α -6) (Figure 77). Les liaiso s α -6) représentent entre 5 et 6 % du total des 

liaisons (Whistler et Daniel, 1984). 

 

Figure 77 : St u tu e de l’a lose, d’ap s Liu (2005) 
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 La masse moléculaire de l’a lope ti e est comprise entre 107 et 108 Daltons. Sa structure 

est constituée de chaînes courtes, dont le degré de polymérisation (DP) est compris entre 12 et 20, 

de chaînes intermédiaires, dont le DP est compris entre 30 et 45 et de chaînes longues dont le DP 

moyen est supérieur à 60. Les chaînes longues for e t l’ossatu e de la ol ule, tandis que les 

chaînes courtes forment son arborescence. Les chaînes dont le DP est supérieur à 60 portent les 

extrémités réductrices. L’o igi e ota i ue de l’a ido  i flue e le atio haî es lo gues/ haî es 

courtes. Alors qu’il est de l’o d e de  pou  l’amylopectine de tubercules (Robin et al., 1974), il est 

o p is e t e  et  pou  l’a lope ti e de céréales (Robin, 1976) et de légumineuses (Colonna 

et Mercier, 1984). 

 Les g a ules d’a ido  p se te t u e st u tu e se i-cristalline : environ 70 % de leur 

masse est sous forme amorphe, contre 30 % sous forme cristalline. La région amorphe contient la 

ajeu e pa tie de l’a lose et u e i po ta te ua tit  d’a lope ti e, tandis que la région 

istalli e o tie t esse tielle e t de l’a lope ti e. Des stries concentriques sont d’ailleu s 

observables après hydrolyse acide ou e z ati ue de l’a ido  (Jenkins et al., 1993 ; Oostergetel 

et van Bruggen, 1989) (Figure 78). 

 

Figure 78 : Structure semi- istalli e d’u  g a ule d’a ido , adapté de Boursier (2005) 

 La uisso  de l’a ido  e  ilieu fo te e t h d at  p o o ue sa g lati isatio  à u e 

température toujours supérieure à 50 °C, variable e  fo tio  de l’esp e ota i ue. Cette 

diff e e s’e pli ue ota e t pa  la a iatio  de leu  deg  de istalli it , de la structure 
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moléculaire de l’a lope ti e lo gueu  de haînes, degré de ramification, poids moléculaire et 

pol dispe sit , de la o positio  de l’a ido  atio a lose/a lope ti e et te eu  e  

phosphore) et de la structure des granules (taille, forme) (Tester, 1997). Les granules absorbent de 

l’eau da s les zo es a o phes du g ai , e qui provoque leur gonflement irréversible. Ce 

gonflement conduit à la rupture des liaisons hydrogènes dans les zones cristallines du grain et donc 

à sa déstructuration (Tomasik, 2004). Au fur et à mesure de la rupture des liaisons hydrogènes, les 

constituants de faible masse moléculaire (amylose, matériel intermédiaire) diffusent hors du grain. 

La solu ilisatio  de l’a ido  ’est totale u’à des te p atu es sup ieu es à  °C. L’e pois 

d’a ido  o te u est o pos  de g ai s go fl s, o stitua t la phase dispe s e, et de 

a o ol ules o stitua t la phase solu ilis e il s’agit ota e t de l’a lose . L’a ido  

gélatinisé est t s peu sista t à l’h d ol se e z ati ue, il est donc facilement digéré (Boursier, 

2005). 

 Le ef oidisse e t de l’a ido  g lati is  e t ai e une insolubilisation des macromolécules 

et u e s pa atio  de phase li e à l’i o pati ilit  e t e a lose et a lope ti e. Cette s pa atio  

est sui ie d’u e e istallisatio . Ce ph o e est appel  t og adatio . Des dou les h li es se 

forment rapidement dans les parties riches en amylose, et celles- i s’asse le t pou  fo e  des 

cristaux qui se relient pour former un réseau tridimensionnel. Les chaînes terminales de 

l’a lope ti e peu e t aussi su i  u e e istallisatio , mais celle-ci est lente (plusieurs jours) 

(Boursier, 2005). Ainsi, l’a lose est espo sa le de sa t og adatio  à ou t te e oi s d’u  

jour), ta dis ue l’a lope ti e est espo sable de sa rétrogradation à long terme (plusieurs 

semaines) (Lii et al., 2004). La te p atu e de t og adatio  de l’a ido  est de 10 à 26 °C 

inférieure à la température de gélatinisation le seau istalli  est plus fai le ue elui de l’a ido  

natif). Ces légères différences inter-espèces s’e pli ue t p i ipale e t pa  u e a iatio  du atio 

amylose/amylopectine, de la taille et de la fo e des g a ules et de la p se e ou l’a se e de 

lipides. La longueur des chaî es d’a lope ti e joue aussi u  ôle, et ’est d’ailleu s e pa a t e 

qui confère aux amidons cireux leur moindre propension à la rétrogradation (Bao et Bergman, 

2004). 

 La digestio  de l’a ido  et ses implications santé 

1.1.2.1. Processus de digestion 

 La digestio  de l’a ido  d ute da s la a it  o ale pa  la s tio  d’u e α-amylase 

salivaire par les glandes pa otides. Cette e z e li e les liaiso s α -4) glycosidiques, tandis que 
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la asti atio  pe et la d si t g atio  des ali e ts et do  l’a oisse e t de la surface 

spécifique du bol alimentaire. Les substrats de réaction deviennent alors plus accessibles pour 

l’e z e. Malg  les o ditio s a ides de l’esto a , l’a lase sali ai e se le o se e  u e 

légère activité durant son passage gastrique. L’a ti it  de l’α-amylase salivaire représente 15 % du 

total de l’a ti it  a lasi ue du a t la digestio  (Skude et Ihse, 1976).  

 L’esto a  e joue au u  ôle ajeu  da s la digestio  di e te des glu ides, ais il pe et 

d’importantes modifications physicochimiques des aliments (Southgate, 1995). La taille des 

pa ti ules solides est duite p og essi e e t sous l’effet de la ot i it  sto a ale et, à oi d e 

degré, de la sécrétion acido-peptidique gastrique. Pour être évacués, la plupart des solides doivent 

être sous forme de particules de moins de 1 mm de diamètre (Malagelada, 1977). C’est la aiso  

pour laquelle la vidange gastrique est ralentie par les solides (comparativement aux liquides), et 

notamment ceux de grandes tailles et insolubles. Après broyage, les solides se retrouvent 

progressivement sous forme de solution colloïdale ou de suspension plus ou moins homogène. Ces 

transformations physicochimiques facilitent leur digestion et leur absorption intestinale (Bernier et 

al., 2010). 

 L’a ti it  a lasi ue est p i ipale e t due à l’α-amylase sécrétée par le pancréas dans la 

lumière de l’i testi  g le. Malg  uel ues diff e es de st u tu e et de sta ilit , les α-amylases 

salivaires et pancréatique sont très similaires, notamment en ce qui concerne la spécificité du 

su st at. La d g adatio  de l’a lose pa  les a lases pe et l’o te tio  de altose et de 

maltotriose. Les α-amylases e pou a t li e  les liaiso s α -6), les produits de dégradation de 

l’a lope ti e so t des ol ules de maltose, de maltotriose et des dextrines limites (Wursch, 

1989). L’enzyme ’ ta t pas apa le de li e  les liaiso s α-1-6 et présentant une faible action sur 

les liaiso s α-1-  adja e tes au  a he e ts α-1-6, les dextrines sont des molécules glucidiques 

renfermant de 5 à 10 molécules de glucose, qui ne sont pas libérées pa  l’a lase. Du fait du grand 

o e d’e t it s attaquables, l’a lope ti e est pa  ailleu s d g ad e eau oup plus 

apide e t ue l’a lose. Les p oduits de d g adatio  diffuse t du lu e  e s la o du e e  

brosse de la muqueuse intestinale, où la digestion finale a lieu.  

 Le altose, le altot iose et les de t i es li ites so t d g ad s e  glu ose sous l’a tio  de 

disa ha idases et d’oligosa ha idases su ase-isomaltase et glucoamylase) ayant des activités 

isomaltase, maltase, glucoamylase et dextrinases limites. Ces enzymes sont « immobilisées » dans 

la bordure en brosse des entérocytes et sont situées à proximité des sites de transport du glucose 

(Figure 79). 
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Figure 79 : De e i  i testi al d’u  a ido  o  sista t 

 Tout au lo g de l’i testi  g le so t pa tis des h o epteu s se si les au  glu ides 

(Lin et al., 1989). Selo  la lo gueu  d’intestin grêle en contact avec du glucose, un frein énergétique 

(ralentissement de la vidange gastrique) sera ou non appliqué. Ainsi, la vidange gastrique est 

ale tie de faço  plus i te se ap s l’a so ptio  d’u  a ido  peu digesti le li a t do  des 

glu ides e  g a de ua tit  jus ue da s l’il o  u’ap s i gestio  d’u  a ido  fa ile e t 

digesti le. Cela pe et, à pa ti  d’appo ts ali e tai es dis o ti us, ota e t e  olu e et e  

te eu  e g ti ue, d’a outi  à u e p se tatio  elati e e t ho og e de ces nutriments à 

l’i testi  g le (Bernier et al., 2010). Le glu ose o te u pa  l’h d ol se e z ati ue de l’a ido  

rejoint la circulation sanguine porte grâce à un processus Na+ dépendant. Le glucose est ensuite 

t a spo t  jus u’au foie et ejoi t la i ulatio  sa gui e pou  a de  au  tissus p riphériques 

g â e à l’a tio  de l’i suli e. 

 L’a ido  est o stitu  de diff e tes f a tio s dig es plus ou oi s apide e t. 

L’a ido  apide e t digesti le o espo d à la f a tio  o e tie en glucose au bout de 20 min de 

digestio  i testi ale. Il s’agit g ale e t d’a ido  sous fo e a o phe et dispe s e, et ou  

dans les produits alimentaires ayant subi un traitement thermique humide (pomme de terre ou 

pai  pa  e e ple . La f a tio  d’a ido  le te e t digesti le est elle aussi i t g ale e t dig e 

da s l’i testi  g le, ais de faço  plus le te ue la p de te. Il s’agit g ale e t d’a ido  

a o phe ph si ue e t i a essi le, d’a ido  atif ou d’a ido  t og ad  à la suite d’u  

t aite e t the i ue. Cette f a tio  o espo d à la pa t d’a ido  hydrolysé en glucose entre 20 

et 120 min de digestion (Sajilata et al., 2006). Enfin, u e pa tie de l’a ido  i g  peut t e 

résistante au  e z es digesti es. N’ ta t pas dégradé au i eau de l’i testi  g le, il ne peut être 

absorbé au niveau de la muqueuse intestinale et rejoint donc le côlon (Figure 80). L’a ido  

Enzymes de la bordure en brosseGlucose

Jéjunum Iléon
Côlon

Bactérie
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résistant est une source glucidique potentielle pour la flore colique. Les polysaccharides sont donc 

fe e t s pa  les a t ies, e ui appo te l’ e gie essai e à leu  oissa e. Chez l’ho e 

adulte, les principaux produits de réactions sont des AGCC (acétate, propionate et butyrate 

notamment) et des gaz (CO2, H2 et CH4) (Topping et Clifton, 2001). La présence intra-colique de 

glucose et de métabolites aurait un effet de ralentissement sur la vidange gastrique (Lin et al., 

1989). 

 

Figure 80 : De e i  digestif d’u  a ido  sista t 

 Les amidons résistants sont généralement classés selon leur origine. Les amidons résistants 

de type 1 sont sous une forme physiquement inaccessible pour les enzymes digestives. Cette forme 

est notamment retrouvée dans les céréales et les graines partiellement broyées, ainsi que dans des 

matrices alimentaires amylacées très denses (Sajilata et al., 2006). Les amidons résistants de type 1 

sont stables à la plupart des procédés de cuisson classique. Les amidons résistants de type 2 

correspondent à des g a ules d’a ido  o pa ts et st u tu s d’u e a i e ui e p he les 

enzymes digestives d’agi . Ce t pe d’a ido  est ota e t p se t da s la po e de terre crue, 

la banane non mû e ou l’a ido  de aïs t s i he e  a lose A lo aïs  (Nugent, 2005). 

L’a ido  sista t de t pe  ep se te l’a ido  t og ad  à la suite d’u  t aite e t the i ue 

sui i d’u  ef oidisse e t (Sajilata et al., 2006). Enfin, les amidons modifiés chimiquement qui ne 

peu e t t e h d ol s s pa  les e z es digesti es phosphate este s de dia ido …  

correspondent aux amidons résistants de type 4 (Fuentes-Zaragoza et al., 2010). 
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1.1.2.2. Indice glycémique : effet sur la santé et la satiété 

 Durant longtemps, les glucides ont été classés comme « simples » ou « complexes » selon 

leur degré de polymérisation. Cependant, leurs effets sur la santé peuvent être mieux décrits sur la 

base de leurs effets physiologiques (capacité à faire augmenter la glycémie) qui dépendent à la fois 

du t pe de o stitua t glu ose, f u tose…  et de sa fo e ph si ue taille des particules, 

h d atatio … . Cette lassifi atio  o espo d au o ept d’i di e gl i ue IG  (Augustin et al., 

2002). L’IG est une évaluation quantitative des aliments fondée sur la réponse glycémique 

postp a diale d’u  ali e t do  exprimée e  pou e tage de la po se d’u e ua tit  

ui ale te d’u  ali e t de f e e (Jenkins et al., 1981). En pratique, un sujet consomme 50 g 

d’u  ali e t à teste  et sa gl ie est relevée toutes les 15 min durant 2 h. Ce même sujet 

consomme ensuite 50 g de glucose ou de pain blanc et sa glycémie est enregistrée de la même 

façon. Dans les deux cas, la courbe de la glycémie en fonction du temps sera tracée, et le rapport 

e t e l’ai e sous la ou e o te ue a e  le p oduit à teste  et elle o te ue avec le produit de 

f e e do e a la aleu  de l’i di e gl i ue du p oduit test  (FAO/WHO, 1998). En général, 

l’i di e gl i ue a ie de  à  pou  les ali e ts i hes e  glu ides. T ois lasses d’ali e ts 

ont par ailleurs été mis en évidence (Miller et al., 1995) : les amidons avec un faible indice 

gl i ue IG < , a e  u  i di e gl i ue i te diai e   IG   et a e  u  i di e 

glycémique éle  IG  . L’i di e gl i ue d’u  ali e t d pe d de sa o positio  et des 

odifi atio s ph si ues u’il a su ies. D’aut es pa a t es tels que la présence de fibres solubles, 

de protéines, de ati es g asses ou d’a ti ut i e ts odule t l’IG. Ai si, les produits à faible 

indice glycémique sont considérés comme étant lentement digérés et absorbés, tandis que les 

aliments à indice glycémique élevé sont rapidement digérés et absorbés (Brouns et al., 2005). La 

pratique d’u  gi e à IG bas aurait une influence positive sur la santé. Il entrainerait une 

diminution de la demande en insuline, une amélioration du contrôle de la glycémie ou encore une 

réduction de la teneur sanguine en lipides qui jouent eux-mêmes un rôle important dans la 

prévention ou la gestion de plusieurs maladies chroniques occidentales telles que le diabète, les 

maladies coronariennes ou certains cancers (Augustin et al., 2002). L’IG au ait aussi u  effet positif 

sur la satiété. 

 L’effet de l’i di e gl i ue su  la sati t  a t  tudi  da s de o eu  t a au . Da s 

une revue bibliographique (Bornet et al., 2007), 25 études ont été reprises et étudiées. Plus de la 

oiti  d’e t e elles o t e t u  effet fi ue des gi es à fai le IG su  la sati t . La se o de 

oiti  des tudes e pe ettait pas l’ ta lisse e t de o lusions claires. Tous les mécanismes 
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impliqués dans ces observations ne sont pas encore clairement identifiés. Globalement, les 

ali e ts à fai le IG este t plus lo gte ps da s l’i testi  g le et sti ule t do  du a t u e 

période plus longue les récepteurs de nutriments présents dans le tractus gastro-intestinal. Cela 

entraine une rétroaction prolongée du centre responsable de la faim au niveau cérébral. Plus 

p is e t, u e ultitude de peptides so t li s e  po se à la p se e d’ali e ts da s 

l’i testin grêle et peuvent agir comme des signaux de satiété. Ils exercent leur effet en activant les 

neurones du noyau du faisceau solitaire dans le cerveau postérieur (Woods, 2004). Un signal 

particulier de satiété (glucakon-like peptide-1  est pa  e e ple li  pa  les ellules L de l’i testi  

grêle lorsque ces dernières sont en contact avec du glucose (Holst, 1994). Pour conclure, la pratique 

d’u  gi e à i di e gl i ue as se le ait pe ett e d’aug e te  la se satio  de sati t . 

Suite à la ise e  ide e de l’effet sati tog e d’u  ali e t à IG as, des uestio s se so t pos es 

ua t à l’utilisatio  d’u  tel gi e o e gulateu  du poids o po el. D’ap s plusieu s e ues 

bibliographiques (Bornet et al., 2007 ; Sloth et Astrup, 2006), au u  o se sus ’a t  is e  

ide e ua t à l’effet d’u  tel gi e su  la asse o po elle. Out e pou  les dia ti ues, u  

régime à indice glycémique bas semblerait bénéfique pour les sujets en bonne santé. Il permettrait 

de limiter les is ues de d eloppe e t d’u  dia te o  i suli od pe da t ou de aladies li es 

au syndrome métabolique, tout en limitant le vieillissement des cellules. Chez les sportifs, un 

gi e à i di e gl i ue as pe ett ait d’aug e te  les pe fo a es d’e durance. 

 Les fa teu s i flue ça t la iodispo i ilit  de l’a ido  

1.1.3.1. Les caractéristiques physico- hi i ues de l’a ido  

 Les caractéristiques morphologiques des amidons varient en fonction de leur origine 

botanique : c’est ota e t le as de la taille et de la forme des granules (Singh et al., 2006, 2007). 

Ces a a t isti ues i flue e t ota e t la digesti ilit  de l’a ido . Ai si, t s tôt, Langworthy 

et Deuel (1922) ont mis en évidence une corrélation négative directe entre la taille des granules et 

leur digestibilité. Cette relation a par la suite largement été vérifiée : pour une même espèce, en 

séparant les granules selon leur taille, la itesse d’h d ol se des plus fins est significativement plus 

rapide (Lovedeep Kaur et al., 2007 ; Lindeboom et al., 2004). Cette observation a été attribuée à 

leur surface spécifique plus grande, qui favorise la fixation des enzymes, ainsi que leur accès à 

l’i t ieu  de la pa ti ule (Tester et al., 2006). 

 L’aspe t de la su fa e des g a ules d’a ido  diff e selo  leu  o igi e ota i ue : les 

granules d’a ido  de aïs de g a de taille présentent par exemple des cavités et des rainures (Li 
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et al., 2001) alors que les granules de pomme de terre présentent seulement de petits nodules et 

p otu a es alla t jus u’à  µ  de dia t e (Singh et al., 2006). Ces caractéristiques ont un 

impact significatif sur la digestibilité enzymatique. Globalement, la présence de nombreux orifices 

à la su fa e des g a ules d’a ido  de ales fa ilite l’e t e des a lases du a t la digestio . 

Faute de tels orifices, les amidons issus de tubercules et de légumineuses sont moins facilement 

digestibles (Dreher et al., 1984). Ainsi, les granules natifs de pommes de terre, dépourvus de pores 

ou cavités et présentant une surface très lisse, sont connus pour être particulièrement résistants à 

l’h d ol se e z ati ue. Cette de i e ’est e  effet possi le u’ap s osio  de leu  surface 

(Singh et al., 2010). 

 La su fa e des g a ules d’a ido  peut aussi t e o up e pa  des o stituants non 

a la s tels ue des p ot i es ou des lipides. Ces o pos s, e  li ita t l’a s au  a lases 

digesti es et e  lo ua t leu  site de liaiso , te d à li ite  la itesse d’h d ol se e z ati ue 

(Oates, 1997). Le phosphore, notamment présent sous forme de phospholipides, est l’u  des 

principaux composés à être impliqué dans ce ralentissement (Singh et al., 2008). Il a tendance à 

former un complexe ave  l’a lose et les lo gues haî es a h es de l’a lope ti e, e ui te d 

à limiter le go fle e t des g a ules. Ai si, les h d ol ses e z ati ue et a ide s’e  t ou e t 

ralenties (Sitohy et Ramadan, 2001). À l’i e se, les g oupe e ts phosphates des g a ules 

g lati is s ou pa tielle e t g lati is s se epoussa t e t e eu , l’h d ol se e z ati ue est 

facilitée (Slaughter et al., 2001). 

 Le o te u e  a lose a ie lui aussi e  fo tio  de l’o igi e ota i ue de l’a ido  et 

module sa digestibilité. La su fa e d’u e ol ule d’a lose ta t oi s i po ta te ue elle 

d’u e ol ule d’a lope ti e, ette de i e est u  su st at p f e tiel des a lases digesti es. 

De e, les sidus de glu ose de l’a lose so t li s a e  plus de liaiso s h d og es que ceux 

de l’a lope ti e. Cela les e d oi s sujets à l’h d ol se e z ati ue que les chaînes très 

a h es de l’a lope ti e. Les légumineuses, qui contiennent généralement une teneur 

importante en amylose (30 à 40 %) sont ainsi moins digestibles que le maïs qui en contient entre 

25 et 30 % (Hoover et Zhou, 2003). Cela a notamment été observé in vivo chez le rat (Thorne et al., 

1983). 

1.1.3.2. Les traitements industriels 

 Les différents traitements utilisés i dust ielle e t pou  la p odu tio  d’ali e ts te de t à 

modifier leur structure et leurs caractéristiques nutritionnelles. La digesti ilit  de l’a ido  est pa  
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o s ue t elle aussi i flue e. Pa  e e ple, lo s ue les ol ules d’a ido  so t hauff es e  

présence d’u  e s d’eau, leu  st u tu e istalli e est pe tu e et les ol ules d’eau se lie t 

pa  liaiso s h d og es au  g oupe e ts e pos s de l’a lose et de l’a lope ti e. Cela e t ai e 

la g lati isatio  de l’a ido  et sa solu ilisatio  : l’eau est ai si plus dispo i le pou  les α-amylases. 

Leur Km est pa  o s ue t a u d’u  fa teu  o p is e t e ,  et . U e aug e tatio  est aussi 

observée pour la vitesse initiale maximale de la réaction (Slaughter et al., 2002). Globalement, ce 

type de t aite e t the i ue pe et d’aug e te  la digesti ilit  de ales o e le l , l’o ge 

ou l’a oi e à des aleu s p o hes de  % ap s une incubation en présence de pancréatine 

(Anguita et al., 2006). Le principal procédé permettant de faciliter la pé t atio  de l’eau au sei  

du g a ule d’a ido  este le t aite e t the i ue à u e te p atu e de 100 °C durant plusieurs 

minutes. 

 La cuisson-extrusion est une technique industrielle largement utilisée dans le domaine 

alimentaire. Elle consiste en un traitement mécanique (cisaillement combiné à une pression, une 

d te te et u  la ge  e  pa all le d’u  t aite e t the i ue hauffage, ef oidisse e t ou u e 

combinaison des deux) (Roustel et al., 2000). Du fait du cisaillement et de la température 

ai te ue au sei  de l’e t udeuse, les g a ules d’a ido  perdent leur intégrité structurale et 

présentent une taille réduite (Anguita et al., 2006). Ce traitement entraine ainsi une susceptibilité 

accrue vis-à- is des α-amylases digestives, et par conséquent une augmentation de la digestibilité 

in vitro des amidons (Alonso et al., 2000). À l’i e se, la fo atio  de o ple es a lose-lipides et 

d’i te a tio s a ido -protéines liée au procédé peut aussi provoquer un ralentissement de cette 

même hydrolyse (Guha et al., 1997). Mais, globalement, la cuisson-e t usio  se le t e l’u  des 

p o d s pe etta t d’aug e te  au ieu  la digestibilité des amidons (Alonso et al., 2000). 

 Outre les traitements thermiques classiques et la cuisson-extrusion, les amidons peuvent 

su i  u  e tai  o e d’aut es t aite e ts i dust iels isa t à a lio e  leu s p op i t s. Les 

amidons de céréales subissent par exemple des traitements de dépelliculage, de trempage et de 

germination. Ces derniers, en entrainant l’ li i atio  de l’a ide ph ti ue, des ta i s et des 

pol ph ols ui g e t l’a tio  des α-a lases, pe ette t d’a lio e  leu  digesti ilit  (Rehman 

et Shah, 2005). De la e faço , la digesti ilit  de l’a ido  d’a a a te est a lio e pa  des 

traitements tels que la floco isatio , la to fa tio  ou l’e t usio  (Capriles et al., 2008). 

 L’assi ilatio  de l’a ido  peut aussi être améliorée grâce à un certain nombre de 

traitements thermiques do esti ues : es de ie s, e  p o o ua t la g lati isatio  de l’a ido , 

fa o ise t e  effet l’a tio  des α-amylases digestives (Goñi et al., 1997). L’effet de plusieu s t pes 



Chapitre 3 : A élio atio  de la digesti ilité d’u e fo ulatio  ali e tai e 

191 

de traitements thermiques (cuisson en four à micro-ondes, cuisson traditionnelle et cuisson à la 

apeu  su  la itesse d’h d ol se et l’i di e gl i ue de diff e ts a ido s a ai si t  tudi  

(Singh et al., 2010). La itesse d’h d ol se des a ido s tudi s est plus apide ap s uisson, 

ota e t da s le as d’u e uisso  i o-ondes. Cela s’e pli ue pa  u e p t atio  plus 

importante de la chaleur au sein du produit : le ha ge e t du deg  de sus epti ilit  de l’a ido  

vis-à-vis des amylases est en effet dépendant de la modification de sa structure cristalline 

(Anderson et Guraya, 2006).  

 Du a t la g lati isatio  de l’a ido , la st u tu e istalli e de l’a lopectine se désintègre 

et la chaîne polysaccharidique prend une configuration qui entraine le gonflement et la rupture des 

granules (Singh et al., 2007). Ap s ef oidisse e t de l’a ido  g lati is , u e e istallisatio  des 

chaî es d’a ido  appa ait. L’ag gatio  et la recristallisation des chaî es d’a lose su ie e t de 

manière complète quelques heures après cuisson. Ce mécanisme apparait beaucoup plus 

tardivement pour les chaî es d’a lope ti e (Singh et al., 2006, 2008). En effet, contrairement aux 

chaî es a h es de l’a lopectine, les chaînes linéaires d’a lose fa ilite t la ti ulatio  ia 

des liaiso s h d og es. Les p op i t s de t og adatio  de l’a ido  so t aussi i flue es pa  

l’a a ge e t st u tu al des haî es d’a ido  au i eau des gio s a o phes et istalli es. Cet 

a a ge e t i flue e d’u e pa t la uptu e des g a ules et d’aut e pa t les i te a tio s se 

p oduisa t du a t le sto kage d’u  a ido  g lati is  (Lovedeep Kaur et al., 2007). La formation 

d’a ido  sistant après cuisson et stockage à température réfrigérée est largement influencée 

pa  l’i po ta e de la t og adatio . L’a lose t og ad e issue du pois, du l  et de la po e 

de te e est ai si fo te e t sista te à l’h d ol se e z ati ue. De e, après cuisson et 

sto kage à te p atu e f ig e, l’a ido  de iz est moins digestible et son indice glycémique 

diminue (Frei et al., 2003 ; Hu et al., 2004). Le e ph o e est aussi o se  a e  l’a ido  

de pomme de terre : ap s deu  jou s de sto kage à te p atu e f ig e, seuls  % de l’a ido  

sont considérés comme rapidement digestibles contre 95 % pour un amidon fraichement cuit 

(Mishra et al., 2008). Glo ale e t, la t og adatio  de l’a ido  o duit à la formation de 

structures semi- istalli es sista tes à l’h d ol se pa  les α-amylases (Singh et al., 2010). 

1.1.3.3. Les amidons modifiés 

 L’utilisatio  d’a ido s atifs da s le do ai e ali e tai e est ota e t li it e pa  so  

insolubilité à froid, sa tendance à perdre son pouvoir épaississant durant la cuisson et sa tendance 

à la rétrogradation. Les amidons modifiés, obtenus après traitement chimique et/ou physique 

d’a ido s ali e tai es da s le ut de leu  o f e  des p op i t s pa ti uli es, s’adapte t mieux 
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aux besoins technologiques des industriels agro-alimentaires. Les modifications chimiques des 

amidons incluent notamment la réticulation et la substitution de fonctions hydroxyles. De telles 

odifi atio s alt e t p ofo d e t le o po te e t de l’a ido  à la g lati isatio  et à la 

rétrogradation (Singh et al., 2007). 

 La réticulation des amidons consiste à renforcer les liaisons hydrogènes responsables de 

l’i t g it  des g a ules pa  l’ajout de ou elles liaiso s (Wurzburg, 1973) (Figure 81). 

 

Figure 81 : Réticulation d’u  g a ule d’a ido , adapté de Boursier (2005) 

Les amidons réticulés ont été développés pour prévenir la rupture des granules lors de la 

cuisson et obtenir un empois très semblable à un microgel (Wurzburg, 2006). Le gonflement des 

granules réticulés a toujours lieu à une température proche de la température de gélatinisation de 

l’a ido  atif, ais la solu ilisatio  du o te u granulaire est très faible, voire absente. Selon la 

résistance recherchée, le nombre de réticulation est compris entre 1 pontage pour 300 unités de 

glucose et 1 pontage pour 3000 unités. Les amidons réticulés sont de plus en plus utilisés en 

industrie alimentaire comme épaississants, stabilisants et texturants. En plus de modifier les 

propriétés finales du produit, la réticulation facilite le process et le stockage (Wurzburg, 2006).  

 Le greffage de groupements acétate, phosphate ou hydroxypropyle sur les molécules 

d’a ido  aug e te les ph o es de pulsio  i te -chaînes (Figure 82). 

 

Figure 82 : Greffage de groupements acétate, phosphate ou hydroxypropyle sur un g a ule d’a ido , adapté 

de Boursier (2005) 
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 Cela permet de minimiser, voire de supprimer la réassociation de ces molécules après 

cuisson, ce qui limite les phénomènes liés à la rétrogradation (augmentation de la viscosité, 

opacification au refroidissement, gélification, synérèse). 

 Des groupements hydrophobes (groupement octényl succiniques), peuvent aussi être 

g eff s pa  su stitutio  d’aut es g oupe e ts  su  u e ol ule d’a ido  pou  la e d e 

amphiphile (Figure 83). Cela permet de rend e l’a ido  ulsifia t. 

 

Figure 83 : Greffage de groupements hydrophobes sur un g a ule d’a ido , adapté de Boursier (2005) 

 Glo ale e t, il se le ait ue les odifi atio s hi i ues de l’a ido  telles ue les 

substitutions, les réticulations, les greffages de groupements tendent à limiter son hydrolyse 

enzymatique (Han et BeMiller, 2007). Mais ces observations varient en fonction des études. Par 

e e ple, la su stitutio  et l’o datio  de g a ules d’a ido  de aïs o t i ue t à l’aug e tatio  

de la teneur en amidon résistant, tandis que la réticulation ne semble pas a oi  d’effets sig ifi atifs 

(Chung et al., 2008). Da s u e aut e tude, l’h d o p op latio  et la ti ulatio  d’a ido s i eu  

et o  i eu  e p se te t pas d’i flue e sig ifi ati e ua t à leu  te eu  e  a ido  sista t et 

leur digestibilité in vitro (Hwang et al., 2009). À l’i e se, e tai s d i s d’a ido  so t totalement 

ou pa tielle e t o  digesti les et so t d’ailleu s utilis s pa  l’i dust ie ali e tai e omme 

substitut acalorique de matière grasse (Tharanathan, 2005). L’a t latio  de l’amidon entraine 

aussi une amélioration de la satiété, ainsi que des propriétés glycémique et insulinémi ue d’u  

repas (Raben et al., 1997).  

1.1.3.4. La viscosité de la matrice alimentaire 

 La viscosité de la matrice alimentaire figure parmi les différents facteurs influençant la 

digesti ilit  de l’a ido  et la po se gl i ue e  sulta t. Les go es ali e tai es, ui so t 

des pol osides o  a la s solu les da s l’eau, p o o ue aie t par exemple une réduction de la 

gl ie postp a diale ap s i gestio  d’a ido  (Kaur et Singh, 2009). Elles sont généralement 

utilisées comme agent épaississant, émulsifiant ou stabilisateur dans les p oduits à ase d’a ido . 
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Chez le po , l’additio  au repas de gomme de guar entraine la di i utio  de l’a so ptio  de 

glucose (Ellis et al., 1995). Cet effet postprandial résulte de la capacité de la gomme à entrainer 

l’aug e tation de la viscosité du digestat dans le tractus gastro-i testi al, du fait de l’e pa sio  de 

ses chaînes hydratées. Ce phénomène diminue significativement la vitesse de digestion et 

d’a so ptio  des glu ides, et do  la gl ie postp a diale. Da s le e te ps, e  s’h d ata t, 

la go e e t ai e u e aisse de la ua tit  d’eau essai e à la g lati isatio  de l’amidon (Kaur 

et al., 2008). Cela provoque une gélatinisation incomplète des granules d’a ido  et donc une 

résistance accrue vis-à- is de l’h d ol se e z ati ue. La gomme xanthane a par exemple 

démontré une activit  i hi it i e su  la g lati isatio  de l’a ido  (Chaisawang et Suphantharika, 

2005). Les go es o t d’ailleu s u e i flue e sig ifi ati e, e à de fai les o e t atio s 

(Singh et al., 2010). Pa  e e ple, l’additio  d’u e t s fai le o entration de galactomannane 

(0,5 %) entraine une inhibition significative des amylases digestives (Slaughter et al., 2002). 

 L’aug e tatio  de la viscosité du digestat peut aussi affecter les fonctions de motilité 

gastriques : la puissance propulsive et la force de mélange générées par les mouvements 

péristaltiques sont inhibées. Dans ces conditions, les interactions entre le substrat et les enzymes 

digestives sont moins fréquentes. Dans le même temps, la vitesse de transport des produits 

amylolytiques (maltose et dextrines notamment) à travers la muqueuse intestinale est ralentie en 

présence de gommes (Brennan et al., 1996). Outre les gommes, certaines fibres visqueuses issues 

de céréales influencent également significativement la digestio  et l’a so ptio  des glucides. Du 

fait de leur différence structurale et fonctionnelle, la réponse postprandiale peut toutefois 

légèrement différer de celle observée pour les gommes (Singh et al., 2010). Les gommes 

ali e tai es pou aie t aussi li ite  la digesti ilit  de l’a ido  e  agissa t o e u e a i e 

physique. Cela a notamment été observé avec la gomme de guar et du pain blanc (Brennan et al., 

1996). L’i flue e de l’ajout d’algi ate de sodiu  su  la digesti ilit  in vitro d’u e pâte de iz a elle 

aussi été étudiée (Koh et al., 2009). L’algi ate fo e u  seau o ti u da s le uel les g a ules 

d’a ido  so t e  suspe sio  da s u  gel ho og e qui agit comme une barrière lorsque les 

e z es te te t d’a de  à l’a ido .  

1.1.3.5. La présence de protéines et de lipides dans la matrice alimentaire 

 La digesti ilit  de l’a ido  et des p ot i es o te us da s des p oduits alie s est 

significativement influencée par les interactions existant entre ces deux composés. Les propriétés 

fo tio elles de la at i e,  o p is la digesti ilit  de l’a idon, sont même affectées par la 

présence de très petites quantités de protéines (Ezeogu et al., 2008). Les fractions protéiques telles 
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ue l’al u i e, les glo uli es et les glut i es aide t les p ot i es à se fi e  su  le pourtour des 

g a ules d’a ido  et jouent le ôle de a i e à la digestio  de l’a ido . La p se e d’u e telle 

a i e a t  ise e  ide e pa  l’ajout de p ot ases à u  p oduit o te a t de l’a ido  et des 

protéines : les protéases, en dégradant la membrane p ot i ue, o t pe is d’a oître la 

digestibilité in vitro de l’a ido  (Rooney et Pflugfelder, 1986). En entrainant des changements 

conformationnels au niveau des protéines, et notamment la création de liaisons disulfures, certains 

traitements thermiques ou physiques te de t aussi à dui e la digesti ilit  de l’a ido  (Oria et 

al., 1995). La digestibilité de l’a ido  peut d’ailleu s être améliorée pa  l’ajout d’u  age t du teu  

pe etta t de p e i  la fo atio  de liaiso s disulfu es sista tes à l’h d ol se e z ati ue 

(Choi et al., 2008). L’i flue e de es i te a tio s su  la digesti ilit  de l’a ido  a ota e t t  

étudiée sur de la farine de blé. Ainsi, la ua tit  d’i te a tio s a lose/p ot i es odule ait la 

po se gl i ue et dui ait la digesti ilit  de l’a ido  (Jenkins et al., 1987). Grâce à un test à 

l’h d og e, il a d’ailleu s t  possi le de ett e e  ide e ue  à  % de la fa i e tait 

généralement malabsorbée (Liener, 1980). D’aut es tudes o t d’ailleurs validé la présence 

d’a ido  da s le ôlo  (Wolever et al., 1986). Il a aussi t  o se  ue l’ li i atio  du glute  de 

la farine de blé supp i ait la ala so ptio  de l’a ido  ais ue et effet ’ tait pas e si le 

par ajout de gluten à une farine exempte de gluten (Jenkins et al., 1987). La digestibilité in vitro de 

pain fabriqué à partir de farines sans gluten est meilleure que celle observée pour du pain classique. 

Cela o fi e ait l’e iste e d’i te a tio s atu elles entre amidon et protéines responsables de 

la di i utio  de la digesti ilit  de l’a ido . 

 La chaî e d’a lose de l’a ido  p se te u e o fo atio  h li oïdale a e   u it s 

d’a h d oglu ose pa  tou  (Zobel, 1988). Les groupements hydroxyles des résidus de glucose sont 

p se ts à la su fa e e t ieu e de l’h li e, tandis que la cavité interne est hydrophobe (Zhou et al., 

2007). Ce tai s o pos s h d opho es peu e t pa  o s ue t se o ple e  à l’i t ieu  de la 

cavité via des liaisons de van der Waals (Godet et al., 1993 ; Zhou et al., 2007). L’effet de la présence 

d’a ides g as li es a ides lau i ue, isti ue, pal iti ue, st a i ue et ol i ue  su  l’h d ol se de 

l’a ido  total, de l’a lope ti e et de l’a lose a t  tudi  e  utilisa t u e α-amylase et une 

amyloglucosidase (Crowe et al., 2000). E  l’a se e d’a ides g as,  % de l’a lose so t o e tis 

e  glu ose e  u e heu e o t e  % au out de  h. E  p se e d’a ides laurique, myristique, 

pal iti ue et ol i ue, l’h d ol se e z ati ue est duite de  %. L’a ide st a i ue ’a ua t à 

lui au u  effet. E  o pa a t es sultats a e  la digesti ilit  de l’a ido  et de l’a lope ti e, 

l’a lose se le t e la f a tio  la plus sujette à i hi ition. Elle peut en effet lier une molécule 

d’a ide lau i ue pa   u it s de glu ose, alo s ue t s peu d’a ide lau i ue se lie à l’a lope ti e 
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dans les mêmes conditions (Crowe et al., 2000). Les o ple es e t e les a ides g as et l’a lose 

peuvent se former très rapidement en conditions physiologiques. Ils entrainent une modification 

du o po te e t de l’a ido  et ota e t u e di i utio  de la solu ilit , u e aug e tatio  

de la température de gélatinisation, un retard à la rétrogradation et une augmentation de la 

résistance aux enzymes digestives (Crowe et al., 2000).  

1.1.3.6. La présence de facteurs antinutritionnels 

 La p se e de fi es ali e tai es a t  o sid e o e l’u  des p i ipau  fa teu s 

i flue ça t gati e e t la itesse d’h d ol se de l’a ido  ia l’aug e tatio  de la is osit  du 

digestat et donc le ralentissement de la vidange gastrique. Pourtant, à teneur égale en fibres, 

e tai es sou es d’a ido  l gu i euses ota e t  so t dig es à des itesses ie  

inférieures à d’aut es pai  o plet par exemple) (Jenkins et al., 1980). Ces diff e es s’e pli ue t 

en partie par la présence de concentrations importantes en facteurs antinutritionnels tels que 

l’a ide ph ti ue, les lectines ou encore les inhibiteurs enzymatiques des légumineuses (Thorne et 

al., 1983). Ces inhibiteurs forment un complexe avec les amylases, causant une réduction de la 

digestio  de l’a ido . Ils so t g ale e t sp ifi ues à u e α-amylase (Singh et al., 2010). Les 

inhibiteurs et les lectines tendent à provoquer une hypoglycémie et à réduire la vitesse de 

croissance chez le rat (Thorne et al., 1983). Bien que certains micro-organismes possèdent la 

capacité de produire de telles molécules, la plupart est sécrétée par des végétaux. Ainsi, les 

ha i ots, le seigle, le l  et l’a oi e o tie e t des i hi iteu s des a lases en quantités variées. 

Ces inhibiteurs sont pour la plupart actifs contre les amylases animales. Ainsi, ceux issus du blé sont 

inactifs vis-à- is de ses a lases e dog es ais i hi e t les α-amylases salivaires et 

pancréatiques (Lankisch et al., 1998). Les inhibiteurs issus du haricot blanc réduisent quant à eux 

significativement le pic de glucose postprandial chez les sujets en bonne santé et les diabétiques 

de type 2 (Boivin et al., 1988). De la même façon, certaines molécules de bas poids moléculaire 

d i es de pla tes lut oli e, e t aits de f aise, pol ph ols de th  e t…  te de t à i hi e  les 

α-amylases et à dui e l’h pe gl ie postp a diale (He et al., 2007 ; McDougall et al., 2005). 

L’a ide ph ti ue est l’u  des p i ipau  o pos s de se e e  phosphate hez les pla tes. Il peut 

former des complexes avec les protéines (et donc avec les amylases) et/ou avec les ions métalliques 

atal seu s de l’a ti it  des α-amylases . L’additio  d’a ide ph ti ue ap s u e p -incubation en 

p se e de sali e e t ai e d’ailleu s u e aisse sig ifi ati e de la li atio  de glucose (Yoon et 

al., 1983). Mais e tai s t aite e ts te de t à li ite  l’a tio  de es i hi iteu s (Alonso et al., 

2000 ; Rehman et Shah, 2005). L’a ide ph ti ue est pa  e e ple la ge e t d atu  ap s  h de 
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germination. La cuisson-extrusion, tout comme les traitements thermiques, peuvent aussi 

significativement diminuer la teneur en acide phytique, en tannins et en polyphénols (Rehman et 

Shah, 2005).  
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1.2. Résultats et discussion 

 Des amidons issus de différentes espèces botaniques et présentant par conséquent des 

propriétés physico-chimiques et thermiques variables ont été sélectionnés pour cette étude. Ces 

produits sont par ailleurs issus de végétaux riches en amidon et sont communément utilisés dans 

le secteur agro-alimentaire. Ainsi, les amidons de blé, de manioc, de maïs, de pomme de terre et 

de riz seront étudiés. Deux amidons cireux, issus de programme de sélection conventionnels, ont 

aussi t  s le tio s pou  l’ tude. Cette de i e o siste à o pa e  la digesti ilit  de es 

différents amidons à l’ tat atif (formulations de type 1 et 2), après un traitement thermique 

(formulation de type 3) en four à micro-ondes et après un refroidissement durant 12 h à 4 °C 

(formulation de type 4). Bien que de nombreuses données existent dans la littérature, l’o je tif de 

ce projet était de simuler précisément les conditions de la vie du produit industriel étudié. 

 Comparaison de la digestibilité des amidons natifs 

 Pa i les  fo ulatio s p opos es pa  la so i t , deu  d’e t e elles so t o so es sa s 

traitement thermique préalable. La digesti ilit  de diff e ts a ido s à l’ tat atif est pa  

conséquent comparée.  

1.2.1.1. Caractéristiques chimiques des amidons natifs 

 Pour rappel, certains constituants non amylacés tels que les protéines ou les lipides, en 

li ita t l’a s au  a lases digesti es et en bloquant leur site de liaison, tend à limiter la vitesse 

d’h d ol se e z ati ue de l’a ido . Ai si, la te eu  e  p ot i es, e  lipides et e  i au  a t  

déterminée pour chacune des 7 espèces botaniques sélectionnées. Les résultats sont présentés en 

Tableau 20. 

 Tableau 20 : Composition chimique des diff e ts t pes d’amidon 

Origine Eau (%) Lipides (%) Protéines (%) Glucides* (%) Amidon (%) Minéraux (%) 

Blé 10,5 ± 0,1 < 0,01 0,02 ± 0,00 89,3 ± 0,1 80,5 ± 2,0 0,17 ± 0,01 

Manioc 12,0 ± 1,6 < 0,01 < 0,01 87,8 ± 1,6 80,6 ± 0,6 0,17 ± 0,00 

Maïs 10,4 ± 0,2 < 0,01 0,04 ± 0,01 89,5 ± 0,2 81,0 ± 0,0 0,08 ± 0,02 

Maïs cireux 9,7 ± 0,0 < 0,01 0,02 ± 0,01 90,2 ± 0,0 83,6 ± 0,4 0,16 ± 0,01 

Pomme de terre 13,4 ± 0,2 < 0,01 < 0,01 86,6 ± 0,2 80,8 ± 1,4 0,29 ± 0,01 

Riz 10,0 ± 0,1 < 0,01 0,04 ± 0,01 89,7 ± 0,1 80,1 ± 0,2 0,27 ± 0,03 

Riz cireux 10,6 ± 0,6 < 0,01 0,02 ± 0,01 89,3 ± 0,6 79,5 ± 1,5 0,12 ± 0,01 

*Dont amidon 
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D’ap s le Tableau 20, la teneur en lipides des différents amidons est inférieure à 0,01 %. Il 

est do  peu p o a le ue la digestio  soit ale tie pa  la p se e d’a ides g as li es ou de 

phospholipides. De la même façon, la teneur en protéines des amidons est particulièrement faible : 

le riz, qui présente la teneur en protéines la plus élev e, e  est o stitu  d’e i o  ,  %. Là 

e o e, il est peu p o a le u’u e ua tit  aussi fai le de p ot i es puisse joue  u  ôle sig ifi atif 

dans la digestion des amidons. Et quand bien même ce serait le cas, les amidons ne présentent pas 

des teneurs e  a ido s et e  p ot i es sig ifi ati e e t diff e tes. D’aut e pa t, tous les 

échantillons étudiés présentent des teneurs en amidon très proches, comprises entre 79,5 % 

(amidon de riz cireux) et 83,6 % (amidon de maïs cireux). 

 La itesse d’h d ol se de l’a ido  est aussi i flue e pa  le atio a lose/a lope ti e 

des granules. Pou  appel, la st u tu e haute e t a h e de l’a lope ti e la e d plus sujette 

à l’h d ol se e z ati ue et e  fait u  su st at p f e tiel des a lases digesti es (Hoover et 

Zhou, 2003 ; Thorne et al., 1983). Les teneurs en amylose et en amylopectine sont présentées dans 

le Tableau 21. 

Tableau 21 : Teneur en amylose et en amylopectine des différents amidons 

 Amylopectine (%) Amylose (%) 

Blé 73 27 

Maïs 77 23 

Maïs cireux 95 5 

Manioc 73 27 

Pomme de terre 78 22 

Riz 80 20 

Riz cireux 95 5 

 D’ap s le Tableau 21, l’a ido  de l  et de a io  p se te t la te eu  e  a lope ti e 

la plus faible (73 %). Les amidons de maïs, de pomme de terre et de riz sont quant à eux composés 

de  à  % d’a lope ti e. E fi , les a ido s i eu  p se te t u e te eu  pa ti uli e e t 

élevée, proche de 95 %. Ces résultats sont en adéquation avec ceux de la littérature (Boursier, 

2005 ; Jane et al., 1999). Ainsi, au regard des résultats, la itesse d’h d ol se e z ati ue des 

amidons cireux pourrait être significativement plus rapide que celle des autres amidons. 

 Le dernier paramètre li  à la o positio  de l’a ido  et influençant la digestibilité de 

l’a ido  o espo d à sa te eu  e  a ido  sista t. E  effet, u e pa tie de l’a idon ingéré peut 

t e sista t au  e z es digesti es. N’ ta t pas d g ad  dans l’i testi  g le, il ’est pas a so  

au niveau de la muqueuse intestinale et rejoint alors le côlon. Il y est fermenté par les bactéries 
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commensales. Dans le cas de granules natifs, il s’agit d’amidon résistant de type 2. Les granules sont 

compacts et structurés d’u e a i e ui e p he les e z es digesti es d’agi . La teneur en 

a ido  sista t des diff e ts t pes d’a ido  so t p se t s e  Tableau 22.  

Tableau 22 : Teneur en amidon résistant des différents amidons 

 Amidon résistant (%) 

Blé 0,4 ± 0,1 

Maïs 2,6 ± 0,9 

Maïs cireux 1,2 ± 0,0 

Manioc 2,3 ± 0,5 

Pomme de terre 49,0 ± 2,2 

Riz 0,7 ± 0,1 

Riz cireux 0,6 ± 0,4 

D’ap s le Tableau 22, la plupart des amidons natifs étudiés (blé, maïs, maïs cireux, manioc, 

riz et riz cireux) présentent des teneurs relativement faibles en amidon résistant. Ces dernières sont 

comprises entre 0,4 et 2,6 %. À l’i e se, l’a ido  de po e de te e atif est pa ti uli e e t 

sista t à l’h d ol se e z ati ue puis u’il p se te ua t à lui u e te eu  de  %. Ces 

observations sont en accord avec celles de la littérature : les g a ules d’a idon de pomme de terre, 

compacts et structurés d’u e a i e ui e p he les e z es digesti es d’agi , so t o us pour 

être particulièrement résistants à l’h d ol se e z ati ue. 

Globalement, au regard des différentes données liées à la composition des amidons, il est 

possible de supposer que les amidons de maïs cireux et de riz cireux, très riches en amylopectine, 

seront plus rapidement dégradés enzymatiquement, et donc assimilés, que les autres. Excepté 

l’a ido  de po e de te e, tous les a ido s tudi s se ont cependant probablement hydrolysés 

et assi il s a a t leu  a i e da s le ôlo . E  e ui o e e l’a ido  de po e de te e, 

seulement 50 % seront potentiellement assimilés sous forme de glucose. 

1.2.1.2. Caractéristiques physiques des amidons natifs 

 La taille, la forme et l’aspe t de su fa e des pa ti ules so t d’aut es pa a t es pou a t 

i flue e  la digesti ilit  d’a ido s atifs. E  effet, les particules présentant un plus gros diamètre 

ou une surface très lisse et sphérique possèdent une surface spécifique plus faible, ce qui limite 

l’a s des e z es à l’i t ieu  du granule. Da s le e te ps, la p se e d’o ifi es à la su fa e 

des g a ules d’a ido  fa ilite l’e t e des a lases du a t la digestio . Ai si, pou  alue  es 

caractéristiques, les gra ules d’a ido  o t t  a al s s pa  g a ulo t ie lase  (Figure 84), par 
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granulomorphométrie (Figure 85 et Figure 86) et par microscopie électronique à balayage (Figure 

87). 

 D’ap s la Figure 84, les g a ules d’a ido  des diff e tes esp es p se te t des 

diamètres compris entre 2 et 200 µm. La plupart des distributions sont monomodales : seules celles 

du riz et du riz cireux font e eptio . Ces deu  esp es d’a ido  p se te t pa  ailleu s le dia t e 

nominal (D10) le plus faible : il est proche de 5 µm. Leur diamètre médian (D50), compris entre 15 

et 20 µm, est plus élevé que celui des amidons de maïs et de maïs cireux, qui sont respectivement 

de ,  et ,  µ . Les g a ules d’a ido  de a io , tout o e ceux de blé, présentent quant 

à eux un diamètre médian légèrement supérieur à celui des amidons de maïs et de maïs cireux : il 

est p o he de  µ . E fi , les g a ules d’a ido  de pomme de terre présentent un diamètre 

significativement plus important que les autres granules : leur diamètre nominal est proche de 

20 µm, tandis que leur diamètre médian est proche de 40 µm. Ces observations sont globalement 

en accord avec la littérature (Boursier, 2005 ; Dhital et al., 2010 ; Jane et al., 1994 ; Wilson et al., 

2006). Seuls les g a ules de iz et de iz i eu  so t g ale e t d’u  dia t e oi d e ue elui 

observé en Figure 84 (Devi et al., 2009 ; Kim et al., 2008). Ce diamètre particulièrement important, 

ainsi que la répartition non monomodales, pourraient do  s’e pli ue  pa  u e agrégation des 

g a ules. Glo ale e t, d’ap s la g a ulo t ie des g a ules, ceux d’a ido  de po e de te e 

pourraient être hydrolysés significativement plus lentement que les autres. 

 

Figure 84 : Répartition de taille (en volume) des g a ules d’a ido  

 D’ap s la Figure 85, la sph i it  des g a ules d’a ido  des diff e tes esp es est 

comprise entre 0,75 et 0,85. Globalement, la sphéricité est stable. Entre les différentes espèces, 

assez peu de différences sont observées. Les g a ules d’a ido  de po e de te e a a t u  

diamètre compris entre 20 et 60 µm présentent une sphéricité supérieure à celle des autres 
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espèces botaniques. À l’i e se, da s ette e ga e de taille, les g a ules d’a ido  de aïs 

cireux présentent une sphéricité moindre que la plupart des autres amidons. Pour des diamètres 

inférieurs et supérieurs, les différentes sources présentent une sphéricité très similaire. Ainsi, à la 

vue des résultats, il est peu probable que la forme des granules des 7 espèces étudiées ait un impact 

significatif sur la vitesse de leur hydrolyse. 

 

Figure 85 : Sph i it  des g a ules d’a ido  e  fo tio  de leur taille 

 D’ap s la Figure 86, la convexité des granules est comprise entre 0,75 et 1. Elle présente 

grossièrement la même évolution que la sphéricité : pour des diamètres compris entre 15 et 30 

µm, les granules gagnent en convexité jusqu'à atteindre une valeur stable à partir de 140 µm. 

 

Figure 86 : Co e it  des g a ules d’a ido  e  fo tio  de leu  taille 

 De même que pour la sphéricité, peu de différences sont observées entre les différentes 

esp es. U e fois e o e, les g a ules d’a ido  de po e de te e se le t plus o e es ue 

ceux des autres espèces, tandis que les granules de maïs cireux semblent moins convexes que les 
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autres. Mais globalement, assez peu de différences sont observables. La convexité des granules ne 

devrait donc pas nécessairement jouer un rôle significatif sur la vitesse de leur hydrolyse. 

 Les o se atio s des g a ules d’a ido  pa  MEB ous pe ette t d’ alue  isuelle e t 

leur taille, leur forme (Figure 87), ai si ue l’aspe t de leu  su fa e Figure 88). 

 

Figure 87 : MEB des granules d’a ido  (grossissement x 1000) 

 Ainsi, les observations sont proches de celles réalisées en granulométrie et 

granulomorphométrie. En termes de taille, les amidons de riz et de riz cireux présentent des 

granules de très petites tailles, avec un diamètre généralement inférieur à 10 µm. Mais pour ces 

deu  a i t s, la p se e d’agrégats est largement observable sur les images. Cela expliquerait 

donc bien leur répartition non monomodale, ainsi que la valeur élevée de leur diamètre médian 

(Figure 84). Le maïs, le maïs cireux et le manioc présentent quant à eux une taille comparable, 

tandis que la pomme de terre présente un diamètre légèrement plus important. Ces observations 

sont en accord avec les données obtenues grâce au granulomètre laser (Figure 84). D’ap s les 

images, les g a ules d’a ido  de iz et de iz i eu  se le t p se te  u e sph i it  et u e 

convexité significativement moindre que celles de pomme de terre ou de manioc. Ainsi, les amidons 

de riz, de riz cireux et de maïs cireux, du fait de leur taille et de leur forme, pourraient être plus 

facilement attaquables enzymatiquement pa  les α-amylases salivaires et pancréatiques. Un autre 

paramètre physique joue aussi un rôle dans la fa ilit  d’h d ol se  un granule d’a ido  : il s’agit de 

l’aspe t de la su fa e. Pour rappel, les granules natifs dépourvus de pores ou cavités et présentant 

une surface très lisse, sont connus pour être particulièrement résistants à l’h d ol se e z atique. 

La Figure 88 p se te l’aspe t de su fa e des différents granules. D’ap s les i ages MEB, l’a ido  
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de maïs cireux présente des pores, tandis que celui de maïs présente certains nodules. Seules des 

craquelures sont observables pour les autres sources botaniques. Mais ces observations sont en 

accord avec la littérature puisque seuls les amidons de céréales présentent de réelles cavités 

(Dreher et al., 1984). 

 

Figure 88 : Observation par MEB des g a ules d’a ido  grossissement x 10000) 

 D’ap s les diff e tes a a t isti ues ph si ues tudi es pour les 7 sources botaniques 

d’a ido , e tai es se le t plus e li es à l’h d ol se e z ati ue. Les g a ules d’a ido  de 

riz et de riz cireux présentent par exemple un diamètre particulièrement faible et une géométrie 

anguleuse. Cela e t ai e l’aug e tatio  du atio su fa e/ olu e et e d l’h d ol se e z ati ue 

plus aisée et donc plus rapide. À l’i e se, les g a ules d’a ido  de po e de te re présentent un 

dia t e pa ti uli e e t le  ai si u’u e fo e plutôt a o die et u e su fa e t s lisse. Leu  

ratio surface/volume est alors moindre et leur propension à être rapidement hydrolysé aussi. Enfin, 

les amidons de maïs, de maïs cireux et de manioc semblent présenter des caractéristiques 

intermédiaires : leu  dia t e est o p is e t e elui de l’a ido  de iz et de l’a ido  de po e 

de te e. D’ap s les i ages MEB, la fo e des a ido s de aïs i eu  et de a io  se le t aussi 

intermédiai e. La fo e de l’a ido  de aïs se app o he ua t à elle plutôt de elle de l’a ido  

de pomme de terre. 

1.2.1.3. Digestibilité des amidons natifs 

L’ tude des a a t isti ues hi i ues et ph si ues des diff e ts a ido s a pe is la 

formulation de premières hypothèses quant à leu  digesti ilit . Glo ale e t, l’a ido  de iz i eu  

pourrait être digéré très rapidement : il est riche en amylopectine (95 %), pauvre en amidon 
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résistant (0,6 %), présente un diamètre réduit et une forme anguleuse qui augmentent son ratio 

su fa e/ olu e. Mise à pa t la fo e a guleuse, les o se atio s so t si ilai es pou  l’a ido  de 

maïs cireux. Ce dernier présente en plus des cavités qui pourraient fa ilite  l’h d ol se 

enzymatique. L’amidon de pomme de terre présente une teneur élevée en amidon résistant (49 %), 

un diamètre particulièrement important, une forme arrondie et une surface lisse : sa digestion 

pourra être particulièrement lente et incomplète. Les amidons de blé, de maïs, de manioc et de riz 

pourraient quant à eux présenter des profils de digestion intermédiaires à celui du riz cireux et de 

la pomme de terre. Leur teneur en amidon résistant est presque nulle, mais leur teneur élevée en 

amylose, leur diamètre plus important et leur surface relativement lisse pourraient les rendre 

oi s p opi es à la digestio  e z ati ue ue l’a ido  de iz i eu .  

Pour valider ces hypothèses, la digestibilité des amidons natifs a été étudiée selon la 

méthode de Englyst et al. (2011). Cette dernière permet de caractériser les amidons en fonction de 

la rapidité de leur hydrolyse enzymatique. La teneur en amidon rapidement digestible (ARD), en 

amidon lentement digestible (ALD) et en amidon résistant (AR) est déterminée. Ces fractions 

o espo de t espe ti e e t à la pa t d’a ido  h d ol s e au out de  i  de digestio , e t e 

20 et 120 min de digestion et non hydrolysée aux termes de 120 min. Les résultats sont présentés 

en Figure 89. 

 

Figure 89 : Digestibilité in vitro des diff e tes sou es d’a ido  à l’ tat atif 

 D’ap s la Figure 89, l’a ido  de po e de te e p se te les te eu s e  a ido  

rapidement et lentement digestibles les plus faibles (respectivement 10 et 4 %). Sa teneur en 

amidon résistant (86 %) est par conséquent significativement plus importante que les autres 
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sou es. L’o d e de g a deu  des te eu s e  ARD, ALD et AR so t o fi es pa  d’aut es auteu s 

(Adeleye et al., 2014 ; Kim et Huber, 2013 ; Mishra et al., 2008). Ces observations sont aussi en 

accord avec les hypothèses formulées dans le paragraphe précédent : cet amidon présentant un 

dia t e i po ta t, u e fo e sph i ue, u e su fa e t s lisse, il est peu se si le à l’h d ol se 

enzymatique. Outre les aspects de taille et de fo e, les g a ules d’a ido  de po e de te e 

sont connus pour être agencés de manière compacte et sont relativement peu hydratés. Cela en 

fait des granules riches en amidon résistant de type 2 (Sajilata et al., 2006). 

 L’a ido  de a io  p se te, ap s l’a ido  de po e de te e, les aleu s d’ARD 

(environ 19 %  et d’ALD environ 38 %) les plus faibles et la aleu  d’AR la plus le e  %). En 

tena t o pte de la taille i f ieu e à elle de l’a ido  de po e de te e , de la fo e 

elati e e t sph i ue  et de l’aspe t de su fa e lisse  des g a ules d’a ido  de a io , les 

résultats de digestibilité obtenus paraissent tout à fait cohérents. Ces g a ules d’a ido  so t aussi 

pa ti uli e e t i hes e  a lose, e ui ale tit l’a tio  des e z es h d ol ti ues et pou ait 

e pli ue  la fai le te eu  d’ARD et d’ALD. Da s la litt atu e, assez peu d’études se sont intéressées 

aux teneurs en ARD, ALD et AR de l’a ido  de a io  mais elles ont permis de montrer que ce 

type d'amidon p se te g ale e t des aleu s d’ARD plus le es, au  ale tou s de  %, et 

des aleu s d’ALD et d’AR plus fai les, espe ti e e t p o hes de  et  % (Mei et al., 2015 ; 

Remya et Jyothi, 2015). Mais les protocoles de digestibilité utilisés dans ces études ne sont pas 

identiques à celui d’Englyst et al. (1992), ce qui pourrait expliquer cette différence. 

 Les deux amidons de maïs étudiés (cireux et non cireux) présentent une digestibilité assez 

diff e te. Le o po te e t de l’amidon de maïs cireux se rapproche plutôt de celui de l’a ido  

de manioc. Ses teneurs en ARD, ALD et AR sont respectivement de 23, 50 et 27 %. L’a ido  de aïs 

non cireux présente quant à lui une teneur en ARD largement supérieure (47 %), une teneur en ALD 

similaire (46 %) et une teneur en AR plus faible (environ 7 %). Son comportement se rapproche ainsi 

plutôt de celui des amidons de blé ou de riz, digérés plus rapidement. Pou ta t, d’ap s l’ tude des 

propriétés physico-chimiques des différents amidons natifs, il a été mis en évide e ue l’a ido  

de aïs i eu  p se tait des g a ules de plus petites tailles et oi s sph i ues ue l’a ido  de 

aïs, ai si u’u e te eu  e  a lope ti e la ge e t sup ieu e. O , th o i ue e t, es 

propriétés tendent à faire augmenter la digestibilit  e  fa ilita t l’a tio  des e z es. Mais 

d’aut es pa a t es, ota e t li s au p o d  d’e t a tio  de l’a ido , peu e t joue  u  ôle 

non négligeable sur la digestibilité et expliquer ces différences. Dans la littérature, ces mêmes 
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valeurs sont retrou es pou  les deu  t pes d’a ido  (Chung et al., 2008, 2009 ; Koo et al., 2010 ; 

Miao et al., 2011). 

 Les deux amidons de riz étudiés, non cireux et cireux, présentent une digestibilité 

relativement semblable : leur teneur en ARD est particulièrement élevée (respectivement 48 et 

60 %), leur teneur en ALD est modérée (respectivement 48 et 39 %), tandis que leur teneur en AR 

est quasiment nulle. Globalement, ces résultats sont en accord avec les observations précédentes : 

de pa  sa petite taille et de sa fo e o e e, l’a ido  de iz est plus apide e t dig  ue la 

plupart des autres amidons. L’a ido  de iz i eu , p o a le e t du fait de sa te eu  plus 

importante en amylopectine, présente tout de même une meilleure digesti ilit  ue l’a ido  de 

riz non cireux. Ces es sultats o t t  o te us pa  d’aut es auteu s (Chung et al., 2006, 2011 

; Zhu et al., 2011). 

 E fi , l’a ido  de l  p se te u e te eu  e  ARD o e e  %  et u e te eu  le e 

en ALD (64 %). Il ne présente par ailleu s au u e pa t d’a ido  sista t. Ces do es so t e  

accord avec ses propriétés physico-chimiques : l’a ido  de l  p se te u  dia t e plutôt fai le, 

une convexité et une sphéricité moyenne et une teneur en amidon résistant quasiment nulle 

(0,4 % . Ces do es so t pa  ailleu s e  a o d a e  elles d’aut es auteu s (Zhang et al., 2006). 

 Ai si, d’après les résultats obtenus, les amidons de riz cireux, de riz, de maïs et de blé 

p se te t des aleu s d’a ido  apide e t digesti le pa ti uli ement élevées (supérieures à 

36 % . À l’i e se, les amidons de maïs cireux, de manioc et de pomme de terre présentent des 

valeurs plus basses (inférieures à 23 %). Or, Englyst et al. (1999) ont démontré que la teneur en 

glucose rapidement digestible (qui correspond à la part de glucose libérée au bout de 20 min) est 

positivement corrélée à la réponse glycémique. Parallèlement à cela, il semblerait que les régimes 

alimentaires à indices glycémiques élevés, qui entrainent une augmentation de la glycémie et des 

réponses insuliniques, seraient préjudiciables à la santé. En effet, ces derniers seraient reliés à 

l’apparition de diabète, de maladies cardio- as ulai es et d’o sit . Ainsi, pour la formulation de 

produits alimentaires, il sera préférable de privilégier les amidons présentant de faibles valeurs 

d’ARD. 

 D’ap s e tai es tudes, l’i o po atio  d’a ido  le te e t digesti le dans les 

fo ulatio s ali e tai es se ait plus souhaita le ue elle d’a ido  apide e t digesti le. 

Glo ale e t, d’ap s les sultats o te us, il se le ue les a ido s de ales et eu  issus de 

tubercules présentent un comportement différent lors de la digestion : les amidons de céréales 

p se te t u e pa t d’ALD plus i po ta te. Cette o se atio  pou ait s’e pli ue  pa  leu  
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différence de structure moléculaire : les amidons de céréales présentent une structure cristalline 

de type A, tandis que les fécules p se te t u e st u tu e de t pe B. O , les haî es d’a lope ti e 

de type A sont généralement plus longues mais moins nombreuses que celles de type B. Ainsi, les 

cristallites de type B possèdent des clusters ayant un degré de polymérisation plus important, moins 

de chaînes et moins de lamelles branchées amorphes. Les structures cristallines de type A 

présentent aussi des imperfections liées à leurs chaînes très courtes (DP < 10) qui entrainent la 

formation de doubles hélices peu stables (Zhang, Venkatachalam, et al., 2006). Ainsi, les amidons 

de ales, ais aussi la f ule de a io , pe ett aie t l’o te tio  d’u  p oduit i he e  ALD. 

 La teneur en AR des différents amidons est elle aussi particulièrement importante : elle 

odule leu  digesti ilit  glo ale. O , les sultats o te us pa  la thode d’Englyst et al. (1992) 

(Figure 89) diffèrent grandement de ceux obtenus par la méthode de McCleary et Monaghan (2002) 

(Tableau 22 . Cela s’e pli ue ais e t pa  de o euses diff e es e t e les p oto oles 

e p i e tau , et ota e t pa  la du e d’i u atio  de l’a ido  e  p se e d’α-amylase et 

d’a loglu osidase : alo s u’elle est de  i  pou  la thode d’Englyst et al. (1992), elle est 

de 16 h pour la méthode de McCleary et Monaghan (2002). Aussi, il semblerait que la seconde 

thode pe ette d’o te i  des sultats plus p o hes de l’in vivo que les autres méthodes 

jus u’alo s développées pour étudier la digestibilité. Il est donc probable que les données 

présentées dans le Tableau 22 correspondent bien à la teneur en amidon résistant des échantillons, 

tandis que celles de la Figure 89 e glo e aie t l’a ido  sista t et u e pa tie d’a ido  

non-résistant mais très lentement hydrolysé (après 120 min). Ai si, seul l’a ido  de po e de 

te e p se te u e te eu  sig ifi ati e e  a ido  sista t, les aut es sou es d’a ido  p se te t 

des valeurs comprises entre 0,4 et 2,6 %. Selon la définition donnée ci-dessus, les amidons de 

manioc et de maïs cireux présenteraient quant à eux une teneur relativement élevée en amidon 

« très lentement digestible ». Respectivement, cette dernière serait de 40 et 26 %. Les amidons de 

riz présentent quant à eux une teneur quasiment nulle. 

1.2.1.4. Conclusion 

 D’ap s les p op i t s ph si o- hi i ues et la digesti ilit  des diff e tes sou es d’a ido  

à l’ tat atif, e tai es pa aisse t plus app op i es à la fo ulatio  de p oduits ali e tai es ue 

d’aut es. Pou  appel, l’o je tif est de s le tio e  u  a idon natif présentant une digestibilité 

totale te eu  ulle e  a ido  sista t  ais le te. D’ap s les sultats o te us p de e t, 

l’a ido  de po e de te e, du fait de sa te eu  i po ta te e  a ido  sista t, e pou a pas 

être utilisé. Les amido s de iz i eu  ou o , ie  u’e e pts d’a ido  sista t, te de t à t e 
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trop rapidement digérés (ARD) pour être retenus : leur indice glycémique serait trop élevé pour un 

aliment « santé ». Il e  est d’ailleu s de e pou  les a ido s de l  et de aïs étudiés. Ainsi, 

d’ap s ot e tude, les amidons les mieux adaptés à la formulation de nos produits de types 1 et 2 

sont les amidons de manioc et de maïs cireux. 

 Comparaison de la digestibilité des amidons après traitement thermique 

En milieu fortement hydraté et à une température au moins supérieure à 50 °C, les granules 

d’a ido  a so e t de l’eau da s leu s zones amorphes, ce qui provoque la rupture de leurs 

liaisons hydrogènes, leur gonflement et leur déstructuration. La suspension ainsi obtenue est très 

peu résistante à l’h d ol se e z ati ue des amylases, donc facilement digérée. La formulation 

i dust ielle de t pe  su issa t u  t aite e t the i ue a a t o so atio , l’a ido  pou ait 

subir une gélatinisation et la digestibilité pourrait ainsi être facilitée. Dans un premier temps, la 

température de gélatinisation des différents amidons est mesurée par deux méthodes analytiques 

et dans un second temps, la digestibilité des amidons après traitement thermique est étudiée. 

1.2.2.1. Mise en évidence de la température de gélatinisation 

 Plusieurs techniques analytiques sont couramment utilisées pour mettre en évidence les 

pa a t es de g lati isatio  de l’a ido . L’u e des plus ou a tes este la alo i t ie 

différentielle à balayage qui permet de déterminer la température de début de gélatinisation, la 

température du pic de gélatinisation, la température de fin de gélatinisation, ai si ue l’e thalpie 

de gélatinisation. Elle permet aussi de mettre e  ide e le deg  de t og adatio  de l’a ido  

après refroidisse e t. Pou  ot e appli atio , l’u  de ses seuls i o ie ts side da s le fait 

u’elle essite le e ou s à u e suspe sio  t s concentrée en amidon : entre 20 et 80 % (m/m). 

Cela ne reflète pas la concentration de notre produit final, qui se situe aux alentours de 2,5 %. Or, 

la o e t atio  pou ait l g e e t i flue e  les aleu s des pa a t es de g lati isatio . C’est 

la raison pour laquelle des mesures rhéologiques sont effectuées en parallèle : ces dernières, qui 

peuvent être réalisées à u e o e t atio  de ,  %, pe ett o t de ifie  l’o d e de g a deu  

des données obtenues par calorimétrie différentielle à balayage. 

 Ainsi, da s u  p e ie  te ps, la te p atu e de g lati isatio  de l’a ido  a t  

déterminée par mesures rhéologiques. Pour cela, le module élastique de stockage (G’), le module 

is ueu  de pe te G’’), ai si ue l’a gle de phase  ont été suivis sur une plage de température 

comprise entre 30 et 90 °C. Un graphique, présentant les modules élastiques et visqueux, ainsi que 
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l’a gle de phase e  fo tio  de la te p atu e est e suite alis  pou  ha u e des sou es 

ota i ues d’a ido . U  e e ple est do  e  Figure 90. 

 

Figure 90 : Pa a t es h ologi ues o te us pou  l’a ido  de l  

 Su  u e plage de te p atu e do e plage de g lati isatio , les g a ules d’a ido  

gonflent très rapidement pour atteindre plusieurs fois leur taille initiale et perdre leur structure 

semi- istalli e. Tous les g ai s d’u e suspe sio  se o t go fl s su  u  i te alle de te p atu e 

de l’o d e de  à  °C. U  seau tridimensionnel, composé des grains gonflés (qui forment une 

phase dispersée) et de molécules dispersées (amylose principalement) qui épaississent la phase 

continue aqueuse, est alors formé. La viscosité maximale de la suspension est ainsi atteinte. Si le 

traitement thermique se poursuit au-delà de la plage de gélatinisation, les grains éclatent, le 

matériel se disperse dans le milieu et entraine une diminution de la viscosité. Ainsi, le module 

lasti ue de sto kage, ui esu e l’ e gie disspée dans le matériau, ainsi que le module visqueux 

de pe te, ui esu e l’ e gie dissip  du a t le t aite e t thermique, vont commencer à croître 

lors du début du gonflement des granules. Ces deux paramètres vont atteindre leur maximum 

lo s ue l’i t g alit  des granules de la suspension sont gonflés. Ils subiront par la suite une 

diminution progressive lors de la destructuration du gel par augmentation de la température. 

 Ainsi, à partir de la Figure 90, il est aisé de déterminer la température de gélatinisation de 

l’a ido  de l  : cette de i e o espo d à l’i te se tio  e t e les ourbes de la composante 

élastique et de la composante visqueuse. Elle est donc comprise entre 56 et 57 °C. La température 

de gélatinisation des différents amidons, déterminée selon la méthode détaillée ci-dessus, est 
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donnée en Tableau 23. Ces valeurs seront comparées à celles obtenues par calorimétrie 

différentielle à balayage. 

Tableau 23 : Température de gélatinisation des amidons déterminée par rhéologie 

 Température de gélatinisation (°C) 

Blé 56,2 

Maïs 68,5 

Maïs cireux 70,0 

Manioc 64,0 

Pomme de terre 62,0 

Riz 67,5 

Riz cireux 65,0 

 Dans un second te ps, le o po te e t the i ue des sept sou es d’a ido  a do  t  

tudi  pa  alo i t ie diff e tielle à ala age e  p se e d’u  e s d’eau (25 % d’a ido  

(m/m)), de 30 à 90 °C. Un thermogramme est ainsi obtenu pour chacun des échantillons. Un 

exemple est donné en Figure 91. 

 

Figure 91 : The og a e o te u pa  alo i t ie diff e tielle à ala age pou  l’a ido  de po e de 

terre 

 Pour tous les thermogrammes obtenus, un pic endothermique est visible entre 60 et 70 °C. 

Il a la ge e t t  is e  ide e ue e de ie  o espo dait à la g lati isatio  de l’a lope ti e 

(Donovan, 1979 ; Evans et Haisman, 1982). Pour certains amidons, un second pic endothermique 

est observé à une température proche de 90 °C : il s’agit de la dissociation du complexe 

amylose/lipides (Biliaderis et al., 1985). À partir des thermogrammes, il est possible de déterminer 

la température de début de gélatinisation (T0), la température du pic de gélatinisation (Tp) et la 

température de fin de gélatinisation (Tf  et de al ule  l’e thalpie de g lati isatio  ΔH, J.g-1 

d’ ha tillo  a h d e . Ces do es so t p se t es dans le Tableau 24. 
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Tableau 24 : Propriétés thermiques des amidons déterminées par calorimétrie différentielle à balayage 

 To (°C) Tp (°C) Tf (°C) ΔH (J.g-1) 

Blé 52,8 59,3 67,5 6,0 

Maïs 60,5 68,5 75,5 9,0 

Maïs cireux 63,9 71,9 79,2 10,9 

Manioc 58,8 66,5 76,0 7,9 

Pomme de terre 59,6 64,5 71,9 8,2 

Riz 58,2 67,7 76,9 8,4 

Riz cireux 59,2 66,5 76,0 11,5 

 D’ap s les Tableau 23 et Tableau 24, les températures de gélatinisation obtenues par les 

deux méthodes analytiques sont très proches. Ainsi, la concentration en amidon de la suspension 

ne semble pas avoir un réel impact sur la cinétique de gélification. Globalement, l’a ido  de l  

présente une température de gélatinisation particulièrement basse : son pic de gélatinisation est 

observable à une température comprise entre 56,2 et 59,3 °C. Les amidons de maïs et de maïs 

cireux présentent quant à eux des températures de gélatinisation plus élevées : leurs pics de 

gélatinisation se situent respectivement à u e te p atu e d’e i o  68,5 et 72 °C. Les amidons 

de manioc, de pomme de terre, de riz et de riz cireux présentent quant à eux un comportement 

intermédiaire : leurs pics de gélatinisation apparaissent entre 64,0 et 67,7 °C. Globalement, 

l’e thalpie de g lati isatio  olue de façon similaire aux températures de gélatinisation : ainsi, 

l’a ido  de l  p se te là e o e la valeur la plus basse (6 J.g-1), suivi des amidons de manioc, de 

pomme de terre, de riz et de maïs. Les amidons cireux de maïs et de riz présentent quant à eux les 

enthalpies les plus importantes, avec des valeurs respectives de 10,9 et 11,5 J.g-1. 

 D’ap s les o se atio s effe tu es, la te p atu e et l’e thalpie asso i es au ph o e 

de g lati isatio  a ie t e  fo tio  de la sou e d’a ido . Cela s’e pli ue principalement par des 

différences de cristallinité : plus le deg  de istalli it  d’u  a ido  est i po ta t, plus sa st u tu e 

est stable et plus il est résistant à la gélatinisation (Barichello et al., 1990). Plus précisément, le 

phénomène de gélatinisation est contrôlé par la structure moléculaire de l’a lope ti e lo gueu  

de chaî e, deg  de a ifi atio , poids ol ulai e et pol dispe sit , la o positio  de l’a ido  

atio a lose/a lope ti e et p se e de phospho e  et l’a hite tu e des g a ules atio 

cristallin/amorphe) (Tester, 1997). Ai si, la te p atu e du pi  de g lati isatio  pe et d’ alue  

la longueur des doubles hélices du granule, ta dis ue l’e thalpie do e u e i fo atio  plus 

glo ale ua t à la istalli it  de l’a ido  et à la pe te de sa st u tu e (Cooke et Gidley, 1992). 

Comparé aux aut es a ido s, l’a ido  de l  tudi  p se te pa  o s ue t u e st u tu e 
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cristalline peu stable et donc encline à la gélatinisation. Au contraire, les amidons cireux, 

particulièrement riches en amylopectine, présentent des enthalpies et des températures de 

g lati isatio  plus i po ta tes ue les aut es a ido s. Cela s’e pli ue ais e t : les amidons 

riches en amylose présentent plus de régions amorphes et moins de régions cristallines, ce qui tend 

à di i ue  la te p atu e de g lati isatio . L’i itiatio  de la fusio  essite do  plus d’ e gie 

e  l’a se e de gio s i hes e  a lose. Ainsi, les résultats obtenus sont tout à fait concordants 

avec les données de la littérature. 

 Initialement, les paramètres de gélatinisation des différents amidons ont été étudiés afin 

d’ alue  g ossi e e t l’ tat ph si ue de l’a ido  ap s le t aite e t the i ue initial de 

référence. Pou  appel, il s’agit d’u  t aite e t e  fou  à i o-ondes ménager de 2 min à 800 W 

induit, en fin de traitement thermique, une temp atu e d’e i o  86 °C au œu  du p oduit (Figure 

92). 

 

Figure 92 : É olutio  de la te p atu e au œu  du p oduit (250 ml) durant un traitement de 2 min à 800 W 

 D’ap s les sultats o te us p de e t Tableau 23 et Tableau 24), il semblerait que 

cette température dépasse celle nécessaire à la gélatinisation de tous les types amidons. En effet, 

e l’a ido  de aïs i eu , ui p se te la te p atu e de g lati isatio  la plus le e, 

poss de u e te p atu e de fi  de pi  de g lati isatio  i f ieu e à elle attei te au œu  du 

produit à la fin du traitement thermique. Il est do  t s p o a le ue l’a ido  o te u da s le 

produit alimentaire soit gélatinisé après le traitement thermique étudié, et que sa digestibilité soit 

donc améliorée. Ainsi, la digestibilité des amidons a été étudiée après le traitement thermique de 

référence. 
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1.2.2.2. Digestibilité des amidons traités thermiquement 

 D’ap s l’ tude des pa a t es de g lati isatio , il se le ait ue le t aite e t the i ue 

e o a d  pa  l’i dust iel pe ette au  diff e ts a ido s de g lati ise . Il est do  p o a le 

que leur digestibilité soit améliorée. Pour confirmer ou non cette hypothèse, la digestibilité des 

diff e tes sou es d’a ido  a t  tudi e ap s t aite e t the i ue (800 W - 2 min) selon le 

p oto ole d’Englyst et al. (1992), utilis  p de e t pou  l’ tude de la digesti ilit  des a ido s 

natifs. Les résultats sont présentés en Figure 93. La digesti ilit  de l’a ido  de po e de te e ’a 

cependant pas pu être étudiée : la suspension formée après le traitement thermique ne permettait 

pas de prélèvement homogène. Cela est certainement dû à la g lati isatio  de l’a ido .  

 

Figure 93 : Digestibilité in vitro des diff e tes sou es d’a ido  ap s t aite e t the i ue 

 D’ap s la Figure 93, l’a ido  de l  p se te, ap s t aite e t the i ue, u e 

augmentation signifi ati e de sa te eu  e  ARD et e  AR, ai si u’u e aisse sig ifi ati e de sa 

te eu  e  ALD. Cette e olutio  est glo ale e t o se e pou  l’a ido  de aïs. L’a ido  

de aïs i eu  et de a io  p se te t ua t à eu  u e aug e tatio  i po ta te de l’ARD, et une 

aisse sig ifi ati e de l’ALD. La pa t d’AR este ua t à elle sta le. E fi , les a ido s de iz et de iz 

cireux présentent une teneur en ARD stable, une baisse significative de la teneur en ALD et une 

aug e tatio  sig ifi ati e de l’AR. 

 Ainsi, o t ai e e t à l’h poth se fo ul e p de e t, il se le ue l’a ido  de l  

’ait pas i t g ale e t g lati is  du a t le t aite e t the i ue : bien que la proportion d’ARD 

ait aug e t , il e  est de e pou  la pa t d’AR. Cette e o se atio  peut d’ailleu s t e 

faite pou  l’a ido  de aïs, ui présente une température de gélatinisation largement supérieure. 
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D’ap s les do es o te ues, il se le ait ue les a ido s de a io  et de aïs i eu  se 

comportent comme des amidons partiellement gélatinisés : leur teneur en ARD a fortement 

augmenté, ta dis ue leu  pa t d’AR est est e sta le. Pou ta t, leu  te p atu e de g lati isatio  

est en deçà de la température atteinte durant le traitement thermique : respectivement 64 et 

70 °C. E fi , à l’i e se, les amidons de riz et de riz cireux se comportent comme des amidons 

rétrogradés : leur teneur en ALD a significativement baissé, au profit de la teneur en AR. 

 Dans la littérature, de nombreuses études se sont intéressées à l’i flue e des t aite e ts 

the i ues su  la st u tu e et la digesti ilit  de l’a ido . Bie  ue, g ale e t, les t aite e ts 

the i ues pe ette t d’a oître la digestibilité des amidons, certains font exception. Ainsi, la 

cuisson-vapeur de légumineuses est par exemple connue pour augmenter leur teneur en amidon 

résistant, via un mécanisme de rétrogradation (Tovar et Melito, 1996). Ce même phénomène a été 

is e  ide e pou  u e a i t  d’a ido  l , aïs, po e de te e, l gu i euses…  ap s u  

t aite e t à l’auto la e (Björck et al., 1987 ; Sievert et Pomeranz, 1990 ; Siljeström et al., 1989 ; 

Siljeström et Björck, 1990). À l’i e se, l’i flue e de t aite e ts the i ues e  fou  à i o-ondes 

su  la digesti ilit  de l’a ido  se le assez a ia le. Pa  e e ple, Anderson et Guraya (2006) ont 

mis en évidence que des amidons de riz et de riz cireux présentaient une digestibilité similaire à 

l’ tat atif ou ap s u  t aite e t de  i  à leu  te p atu e de gélatinisation. D'après Emami 

et al. (2011), un traitement thermique à 90 °C de plusieurs heures entraine une amélioration 

significative de la digesti ilit  de l’a ido  d’o ge : la pa t d’ARD aug e te fo te e t, 

o t ai e e t à l’ALD et à l’AR ui di i ue t se si le e t. Da s le e te ps, Marconi et al. 

(2000) ont mis en évidence une a lio atio  de la digesti ilit  de l’a ido  de pois et de ha i ot, 

ap s u  t aite e t à  °C jus u’à uisso . À o t a io, après un traitement à 1000 W durant 30 

min, un amidon de Canna edulis présente une digestibilité réduite : la teneur en AR a fortement 

aug e t , au d t i e t de l’ARD (Zhang et al., 2010). Les auteurs mettent en avant la faible teneur 

e  eau de la suspe sio  d’a ido  pou  e pli ue  e ph o e. 

 Ai si, d’ap s la litt atu e, les t aite e ts the i ues e  fou  à i o-o des ’e t ai e t 

pas exclusivement une amélioration de la digestibilité : dans certains cas, la teneur en amidon 

résistant peut augmenter au détriment de celle en amidon rapidement digestible. Les résultats 

obtenus dans cette étude pour la majorité des amidons, à savoir une baisse de l’ALD au p ofit de 

l’AR et de l’ARD, e pa aisse t do  pas aberrants. Globalement, après traitement thermique, les 

amidons étudiés présentent tous un comportement quasiment identique : leur teneur en ARD est 

proche de 60 %, celle en ALD est proche de 5 %, ta dis ue l’AR ep se te e i o   %. Les 
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amidons peuvent donc être sélectionnés pour leurs propriétés autres que nutritionnelles (propriétés 

te tu a tes, lia tes… . Lo s de la formulation du produit, il faudra cependant prendre en compte 

ue la totalit  de la f a tio  a la e ’est pas dig e. Pou  o lu e, l’a ido  de l , de aïs, 

de maïs cireux, de manioc, de riz ou de riz cireux pourra être utilisé pour la formulation des produits 

de type 3. 

 Comparaison de la digestibilité des amidons après traitement thermique et 

refroidissement 

 Ap s t aite e t the i ue, l’a aisse e t de la te p atu e d’u e suspe sio  d’a ido  

entraine une insolubilisation des macromolécules et une séparation de phases liée à 

l’i o pati ilit  e t e l’a lose et l’a lope ti e. E  uel ues heu es, l’a lose fo e des 

dou les h li es ui s’asso ie t pou  fo e  des istau  de t pe B. Cela do e lieu, pa  

l’i te diai e de zo es de jo tio s, à la aissa e d’u  seau tridimensionnel. Parallèlement à 

cela, en quelques jours, les chaî es d’a lope ti e les plus e te es o t e istallise  pou  fo e  

là aussi des istau  de t pe B. L’a ido  ai si o te u est alo s g ale e t e  pa tie sistant à 

l’h d ol se e z ati ue. La formulation industrielle de type 4 subissant un traitement thermique 

sui i d’u  ef oidisse e t à te p atu e f ig e, il est possi le ue l’a ido  subisse une 

rétrogradation. Pour valider ou non cette hypothèse, la propension des différents amidons à la 

rétrogradation a été étudiée par calorimétrie différentielle à balayage, et leur digestibilité a par la 

suite t  tudi e selo  le p oto ole d’Englyst et al. (1992). 

1.2.3.1. Mise en évidence de la propension à la rétrogradation 

 L’ tude de la p ope sio  des diff e ts a ido s à la t og adatio  a t  e e par 

calorimétrie différentielle à balayage. Pour cela, les creusets ayant subi la montée en température 

de  à  °C pou  l’ tude de la g latinisation des amidons ont été stockés durant 24 h à 4 °C. Au 

bout des 24 h, ces derniers ont subi une nouvelle rampe de température de 30 à 90 °C, et les 

paramètres suivis lors de la gélatinisation ont de nouveau été étudiés. Par comparaison des 

différentes valeurs, la propension à la rétrogradation des amidons peut être calculée. Mais d’ap s 

les sept the og a es o te us, au u  pi  de g lati isatio  ’est o se a le. Il se le ait do  

u’ap s u  sto kage de  h à  °C, les a ido s tudi s e su issent aucune rétrogradation. Dans 

la alit  de o so atio  du p oduit, so  ef oidisse e t à te p atu e f ig e ’e de pas 

4 h : il est do  t s p o a le u’u e t og adatio  ait lieu. Pou  alide  ou non cette hypothèse, 

la digestibilité des amidons a été étudiée. 
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1.2.3.2. Digestibilité des amidons après traitement thermique et refroidissement 

 D’ap s les sultats o te us pa  alo i t ie diff e tielle à ala age, il se le ait 

u’ap s g lati isatio , u  ef oidisse e t des a ido s à  °C du a t  h ’e t ai e au u e 

rétrogradation. Ainsi, après avoir subi le traitement thermique de référence, les suspensions 

d’a ido  o t t  sto k es du a t  h à  °C. Au out de es  h, leu  digesti ilit  a t  tudi e 

selon le protocole précédemment utilisé. Les résultats sont présentés en Figure 94. 

 

Figure 94 : Digestibilité in vitro des diff e tes sou es d’a ido  ap s t aite e t the i ue et 

refroidissement 

 D’ap s la Figure 94, il semblerait que le refroidissement des amidons durant 24 h à 4 °C 

influence très peu leur digestibilité. Seule la teneur en ARD de certains amidons augmente après 

ef oidisse e t, au d t i e t de l’a ido  sista t. Mais glo ale e t, assez peu de diff e es 

sont notées. Ces observations confirment l’h pothèse formulée précédemment : le 

ef oidisse e t de l’a ido  du a t  h à  °C ’e t ai e pas sa rétrogradation. Ainsi, de la même 

façon que pour la formulation 3, les 6 amidons étudiés pourraient être intégrés à la formulation 4. Le 

hoi  pou a se fai e su  d’aut es it es ue elui de la digesti ilit . U e fois encore, la teneur en 

amidon résistant de la source sélectionnée devra tout de même être prise en compte lors de la 

formulation. 
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1.3. Conclusion 

 L’a ido  o stitue la p i ipale sou e d’ e gie de la ajo it  de la populatio  o diale. 

Il se présente sous forme de granules denses, ayant un diamètre compris entre 2 et 100 µm et une 

structure semi- istalli e alte a e de zo es a o phes et istalli es . L’a ido  e fe e pa  

ailleurs deux polymères de structure différente : u e ol ule li ai e, l’a lose, et u e ol ule 

a ifi e, l’a lope ti e. Malg  l’effi a it  du p o essus de digestio , u e pa tie de l’a ido  

alimentaire (amidon résistant) rejoint généralement le côlon au niveau duquel il est métabolisé par 

la flo e o e sale. La digesti ilit  d’u  a ido  d pe d de la o phologie de ses g a ules taille, 

fo e, aspe t de su fa e… , des t aite e ts ph si ues, the i ues et hi i ues u’il su it ais 

aussi de la viscosité de la matrice, de la présence de lipides et de protéines, ou encore de facteurs 

antinutritionnels. 

 Cette tude ous a pe is d’ tudie  la digesti ilit  de  sou es d’a idon, dans trois 

conditions différentes. Ces conditions ont été choisies pour refléter au mieux les conditions 

d’utilisatio  des diff e ts p oduits. Dans un premier temps, les amidons ont donc été étudiés sous 

leur forme native. Cela correspond à leur utilisation dans les formulations de type 1 et 2. Certains 

facteurs influençant leur digestibilité (composition des granules, taille, forme et aspect de leur 

surface) ont été étudiés. Leur digestibilité a par la suite été mesurée selon un protocole largement 

utilisé dans la littérature. Ainsi, parmi les sept sou es d’a ido , deu  aïs i eu  et a io  

semblent idéales pour une incorporation dans les produits industriels : elles permettent de moduler 

la glycémie, tout en étant particulièrement digestibles.  

 Dans un second temps, la digesti ilit  d’a ido s a a t su i u  t aite e t the i ue e  

four à micro-ondes (800 W - 2 min) a t  sui ie. Cela o espo d au  o ditio s d’utilisatio  de la 

formulation de type 3. Globalement, le traitement thermique préconisé pa  l’e t ep ise (800 

W - 2 min) permet à tous les a ido s d’attei d e leu  te p atu e de g lati isatio . Ces derniers 

p se te t, ap s t aite e t the i ue, u e digesti ilit  t s si ilai e. Au u  d’e t e eu  ’est 

donc spécifiquement à privilégier, mais il se a i po ta t de te i  o pte de la pa t d’a ido  

résistant lors de la formulation du produit.  

 Enfin, la digesti ilit  d’a ido s a a t subi le traitement thermique de référence sui i d’u  

refroidissement à température réfrigérée durant 24 h a été suivie. Ce type de traitement est 

si ilai e à elui su i pa  les fo ulatio s de t pe . Seule la du e de f ig atio , ui ’e de 

généralement pas 4 h a été rallongée pour des raiso s e p i e tales. Ai si, d’ap s les sultats 
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obtenus, ces amidons ne semblent pas subir de rétrogradation : leur teneur en amidon rapidement 

digesti le, le te e t digesti le et sista t so t si ilai es à elles de l’a ido  a a t su i u  

traitement thermique sans refroidissement. Là encore, il sera possible de formuler les produits de 

t pe  a e  l’u  des  a ido s tudi s, e  te a t o pte de sa teneur en amidon résistant. 

 

Figure 95 : Bila  de la s le tio  d’u e sou e d’a ido  pa ti uli e e t digesti le 
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2. S le tio  d’u e sou e de p ot i e adaptée aux produits 

 

Les p ot i es, o stituti es d’u  e tai  o e de fa teu s de gulatio  

e z es, ho o es… , so t st u tu elle e t et fo tio elle e t i dispe sa les au  

êtres humains. Da s la fo ulatio  i dust ielle s he, elles so t d’ailleu s la p i ipale 

sou e d’ e gie. Mais là encore, malgré un processus de digestion complexe et 

efficace, une partie des p ot i es d’o igi e ali e tai e e so t pas assi il es. Cette 

perte est comprise, dans des conditions physiologiques normales, entre 4 et 22 %. Elle 

dépend principalement du type de protéines (présence ou non de facteurs 

antinutritionnels, o igi e…  et de sa st u tu e. L’o je tif de ette tude est do  de 

sélectionner, pour chacun des quatre types de produit, la ou les source(s) de protéines 

présentant la meilleure digestibilité. Ainsi, dans un premier temps, une étude 

bibliographique permettra de d taille  le p o essus de digestio  et d’a so ptio  des 

protéines, ainsi que les paramètres influençant leur digestibilité. L’ tude d taille a aussi 

la a i e d’ alue  la ualit  d’u e p ot i e tel ue le p o ise l’Organisation 

Mondiale de la Santé. Dans un second temps, la digestibilité de six sources de protéines 

sera étudiée et comparée expérimentalement. 
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2.1. Digestion des protéines : étude bibliographique 

 Les protéines 

 Les protéines sont fonctionnellement et structurellement indispensables aux êtres vivants. 

Les mammifères en sont constitués à 16 % et de nombreux facteurs de régulation (hormones, 

enzymes) sont des peptides ou des protéines (Moughan, 2009). Elles appartiennent à un groupe de 

o pos s o ga i ues o ple es et so t esse tielle e t o pos es d’u e asso iatio  d’a ides 

aminés (Morris et Press, 1992). Il existe 20 principaux acides aminés qui permettent la synthèse 

d’u e ultitude de p ot i es p se ta t des st u tu es et des fo tio alit s t s di e ses 

(Moughan, 2009). Les acides aminés sont des acides carboxyliques reliés entre eux par une liaison 

o ale te e t e le g oupe a o le po t  pa  le a o e α d’u  a ide a i  et le g oupe a i e 

porté par le ca o e α de l’a ide a i  oisi  su  la haîne peptidique (Li-Chan, 2004) (Figure 96).  

 

Figure 96 : St u tu e d’u  a ide L-α-aminé 

 L’appo t jou alie  e  p ot i es ali e tai es varie considérablement en fonction des 

gio s du o de. U  gi e ali e tai e o ide tal est o pos  d’e i o   g de p ot i es pa  

jour. En plus des protéines alimentaires, les sécrétions salivaires et gastro-intestinales apportent 

environ 35 g de protéines par jour (Ganapathy, 2012). U  s st e de digestio  et d’a so ptio  

o ple e et oo do  pe et, da s des o ditio s ph siologi ues o ales, l’a so ptio  de  

à 96 % des p ot i es d’u  gi e ali e tai e. Cela d pe d p i ipale e t du t pe de p ot i es 

o so  et des t aite e ts u’elles o t p de e t su is. 

 La digestion des protéines 

2.1.2.1. La digestion gastrique 

 Les ali e ts i g s so t tout d’a o d d st u tu s pa  la astication et mélangés à la 

sali e de faço  à g e  u  ilieu fa o a le à l’a tio  des e z es digesti es et à la d glutitio  

(Moughan, 2009). La digestio  des p ot i es d ute da s l’esto a , sous l’a tio  o jugu e de 

l’a ide hlo h d i ue et des p ot ases gast i ues. L’a ide hlo h d i ue, s t  pa  les ellules 

pariétales, provoque une dénaturation, voire une précipitation des protéines. Ce phénomène 
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pe et d’a oît e la se si ilit  des p ot i es à l’h d ol se e z ati ue. La s tio  d’a ide 

hlo h d i ue a aussi pou  ôle d’a ti e  les pepsi og es gast i ues e  pepsi es (Institut Français 

pour la Nutrition, 1997). Une concentration élevée en ions H+ entraine un changement 

conformationnel du pepsinogène, qui libère le site actif et donne ainsi naissance à la pepsine 

(Ganapathy, 2012). Elle hydrolyse préférentiellement les liaisons peptidiques impliquant des acides 

aminés aromatiques (histidine, phénylalanine, tryptophane et tyrosine) (Figure 97) (Mills et Tang, 

1967).  

 

Figure 97 : Structure des acides aminés préférentiellement clivés par la pepsine 

 L’h d ol se des p ot i es au i eau sto a al este epe da t t s i o pl te ta t do  

que le pH intra gastrique après un repas reste longtemps supérieur à 5. Cette étape permet donc 

l’o te tio  d’u  mélange de protéines et de grands polypeptides (Moughan, 2009). 

 Le la ge est e suite li  da s l’i testi  g le. La itesse de ette li atio  est 

notamment dépendante de la température, du pH, de la viscosité, du contenu en fibres, de la 

de sit  alo i ue, de la taille des pa ti ules, de la o positio  et du deg  d’h d ol se de l’ali e t. 

Le volume du repas jouerait aussi un rôle (Hunt et Macdonald, 1954 ; Hunt et Stubbs, 1975 ; 

Malagelada et Azpiroz, 2011 ; Meyer et al., 1985 ; Vist et Maughan, 1995). Les principales hormones 

gula t la ida ge gast i ue ’o t pas e o e t  d fi iti e e t ises e  ide e, mais il 

semblerait que la cholécystokinine (CCK), le glucakon-like peptide-1 (GLP-1) et le peptide YY (PYY) 

jouent un rôle majeur.  

Les acides aminés, les acides gras et les protéines semblent être les principaux 

stimulateurs de la sécrétion de CCK (Liddle et al., 1985). Cette hormone régule la motilité 

intestinale, la contraction de la vésicule biliaire, la sé tio  e z ati ue pa ati ue, l’app tit 

(Calbet et Holst, 2004) et ralentit la vidange gastrique via la contraction du sphincter pylorique et 

la ela atio  de l’esto a  p o i al (Crawley et Corwin, 1994). Au niveau gastrique, la sécrétion de 

GLP-1 inhibe la vidange gastrique des liquides et des solides en augmentant la phase de latence 

et/ou en réduisant la vitesse de la vidange (Näslund et al., 1999, 2001 ; Nauck et al., 1997 ; Schirra 

et al., 1997 ; Wettergren et al., 1993). Cette hormone est sé t e ap s a so ptio  d’u  epas 

Pepsine

Tryptophane Phénylalanine Tyrosine Histidine
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volumineux contenant des éléments nutritifs plus complexes nécessitant un long traitement 

digestif.  

À l’i e se, ap s la o so atio  d’u  repas peu volumineux et contenant des éléments 

facilement digestibles, le gastric inhibitory peptide (GIP) est libéré de façon à accélérer la vidange 

gastrique (Jens Juul Holst, 2007). La concentration plasmatique du GLP-1 est quasiment nulle en 

période de jeûne, elle augmente rapidement après ingestio  d’ali e ts (Orskov et al., 1996 ; 

Toft-Nielson et al., 1996). Cela s’e pli ue pa  des i te a tio s e t e les ut i e ts et les cellules L 

des microvillosités (Eissele et al., 1992). Ces cellules seraient notamment sensibles au glucose, aux 

lipides et aux protéines (Tolhurst et al., 2009). Le a is e d le ha t la li atio  de l’ho o e 

este peu lai , ais il a t  d o t  hez l’ho e ue les peptides (Layer et al., 1995) et les 

acides aminés étaient des stimulateurs (Herrmann et al., 1995 ; Reimann et al., 2004). La glutamine 

pou ait t e u  puissa t d le heu  de la li atio  de l’ho o e da s les ellules GLUTag en 

agissa t su  u  t a spo teu  d’a ides a i s. Les peptides pou aie t ua t à eu  agi  ia les 

systèmes de transport des di- et tripeptides couplés aux protons (Matsumura et al., 2005 ; Reimann 

et al., 2004). Pou ta t, d’ap s u e tude hez l’ho e, il se le ait u’u  h d ol sat et la 

protéine correspondante entrainent une stimulation similaire du GLP-1 (Calbet et Holst, 2004). 

L’h poth se a a e se ait ue les oligopeptides sti ule t da a tage le GLP-1, mais que dans le 

ad e de l’ tude, les p ot i es e ti es so t dig es telle e t apide e t ue la itesse 

d’appa itio  des a ides a i s da s le sang, et donc la libération de l’ho o e, est i d pe da te 

du i eau d’h d ol se i itial de la p ot i e. 

Chez l’ho e, le PYY est u  i hi iteu  g al des fo tio s gast o-intestinales (Adrian 

et al., 1985). Il inhibe les sécrétions gastriques, la vidange gastrique, les sécrétions pancréatiques 

et le transit gastrique, ce qui en fait un « frein iléal » (Dreznik et al., 1994 ; Wen et al., 1995). Les 

lipides alimentaires sont les principaux stimuli de cette hormone (Greeley et al., 1989), mais les 

protéines, les peptides et les acides aminés ont aussi un effet non négligeable (Greeley et al., 1989 ; 

Wen et al., 1995 ; Zhang et al., 1993). La ua tit  d’ho o e s t e est p opo tio elle à la 

quantité de calories ingérée (Adrian et al., 1985).  

Il se le ait epe da t u’il e iste u e a l atio  de la ida ge gast i ue da s le as 

d’u e adaptatio  de plus de  jou s à u  gi e h pe p ot i ue. L’h poth se se ait u e gulatio  

à la aisse d’ho o es telles ue le CCK (Shi et al., 1997). La vidange gastrique est aussi variable 

selon la nature de la protéine : l’e pulsio  gast i ue de as i e se ait pa  e e ple plus le te ue 

l’e pulsio  d’u  isolat de soja (Hara et al., 1992). 
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2.1.2.2. La digestion luminale 

 Lo s ue le o te u sto a al attei t l’i testi  g le, les ellules e do i es du duod u  

sont exposées à un pH acide, ce qui stimule la sécrétion de sécrétine. Cette hormone agit sur le 

pancréas et les voies biliaires pour induire la sécrétion de bicarbonate, qui permet une 

eut alisatio  apide de l’a idit . Les pol peptides et les a ides g as, e  sti ula t les ellules 

endocrines du duodénum, induisent quant à eux la sécrétion de la CCK. Cette hormone provoque 

la sécrétion de fluide pancréatique riche en enzymes digestives et permet la contraction de la 

vésicule biliaire qui déverse ainsi son contenu dans le duodénum (Ganapathy, 2012).  

Le pancréas est très sensible à une variété de stimuli physiologiques et pathologiques, et 

ota e t à eu  d’o igi e ut itio elle. Il poss de la apa it  de odule  so  olu e et la 

composition de ses sécrétions exocrines en réponse à des changements à long terme des substrats 

nutritionnels apportés. À o ditio  ue l’appo t ali e tai e e  p ot i es soit suffisa t, la s th se 

et la teneur en enzymes digestives majeures (protéines, lipides et glucides) varie 

proportionnellement à la quantité de leur substrat respectif présent dans le bol alimentaire. Cette 

adaptatio  pe et d’opti ise  la digestio  et l’utilisatio  de es su st ats. Ai si, les gi es i hes 

e  p ot i es pe ette t d’a oître la synthèse pancréatique et la teneur en trypsinogène et 

chymotrypsinogène (Grossman et al., 1944). Cette adaptation serait tout de même dépendante du 

type de protéines : l’aug e tatio  se ait i eu e pou  les p ot i es de « mauvaise » qualité 

p ot i es peu digesti les et/ou ’appo ta t pas les a ides a i s esse tiels e  ua tit  suffisa te  

telles que la zéine ou la gélatine, et significative pour les protéines de « bonne » qualité (protéines 

très digestibles et apportant les acides aminés essentiels en quantité suffisante) telles que la 

caséine ou les protéines de poisson. Ces observations ont cependant principalement été réalisées 

su  le at, peu d’ tudes se so t pe h es su  l’ho e (Behrman et Kare, 1969 ; Desnuelle et al., 

1962 ; Gorrill et Thomas, 1967 ; Grossman et al., 1944 ; Howard et Yudkin, 1963 ; Imondi et Bird, 

1967). Ces changements adaptatifs sont principalement dus à des hormones spécifiques, dont la 

sécrétion est indirectement stimulée par les protéines. C’est ota e t le as de la CCK ui te d 

à faire considérablement augmenter la synthèse de protéases. La libération de CCK est stimulée par 

des peptides e dog es, se si les à l’activité protéolytique. Lorsque peu de protéines sont 

p se tes da s la lu i e i testi ale, ils so t h d ol s s et ’agisse t plus sur les cellules 

intestinales. À l’i e se, si u e g a de ua tit  de p ot i es est p se te au i eau lu i al, les 

sites actifs des protéases sont mobilisés et les peptides peuvent alors stimuler la libération de 

l’ho o e (Mañas, et al., 2010). Glo ale e t, au oi s hez le at, l’adaptatio  pa ati ue est 
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rapide : elle débute après les premières 24 heures du changement alimentaire et devient complète 

en une semaine (Nishi et al., 1998). 

 L’h d ol se des p ot i es se d oule p i ipale e t da s la lumière duodéno-jéjunale et 

met en jeu plusieurs protéases sécrétées sous la forme de zymogènes (précurseurs protéiques 

d'une enzyme) i a tifs. L’a ti atio  des p ot ases pa ati ues se déroule en cascade et est initiée 

pa  l’e t oki ase e a ai e (Institut Français pour la Nutrition, 1997). La trypsine agit ensuite 

sur les autres zymogènes et génère les enzymes sous leur forme active. Les protéases 

pancréatiques incluent 3 endopeptidases (trypsine, chymotrypsine et élastase) qui hydrolysent 

préférentiellement les liaisons peptidiques internes à la protéine et dont résultent des polypeptides 

à courtes chaînes. 

La t psi e agit su  des liaiso s peptidi ues fo es pa  le g oupe e t a o le d’a ides 

aminés cationiques (arginine et lysine). La chymotrypsine hydrolyse préférentiellement les liaisons 

peptidiques formées par les groupements carboxyles des acides aminés aromatiques 

ph lala i e, t osi e et t ptopha e , ta dis ue l’ lastase h d ol se les liaiso s fo es pa  le 

g oupe e t a o le d’a ides a i s aliphati ues gl i e, ala i e, ali e, leu i e et isoleu i e  

(Figure 98) (Ganapathy, 2012). 

 

Figure 98 : Structure des acides aminés préférentiellement clivés par la trypsine, la chymotrypsine et 

l’ lastase 
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Les carboxypeptidases A et B (exopeptidases) agissent par la suite sur la liaison C terminale 

d’a ides a i s a o ati ues et asi ues, espe ti e e t. Cette di e sit  de sp ificité rend le 

procédé de digestion vraiment efficace. Les produits de cette digestion sont principalement des 

peptides formés par 6 à 8 acides aminés mais aussi quelques acides aminés libres.  

 Les peptides issus de la digestion pancréatique subissent ensuite une hydrolyse par les 

peptidases associées à la bordure en brosse des entérocytes. Ces oligopeptidases sont synthétisées 

da s le ti ulu  e doplas i ue et, ap s t a sfe t à t a e s l’appa eil de Golgi, so t t a spo t es 

jus u’à la o du e e  osse et extrudées pa  e o tose. Elles pe ette t l’h d ol se de peptides 

composés de 8 acides aminés ou moins et agissent sur la liaison N-terminale des acides aminés. La 

itesse d’h d ol se est pa ti uli e e t apide pou  les t ipeptides, i te diai e pou  les tétra- et 

pentapeptides et lente pour les dipeptides (Bhutta et Sadiq, 2013). Après digestion luminale des 

protéines endogènes et exogènes par les protéases gastriques et pancréatiques, ainsi que les 

peptidases de la bordure en brosse, 80 % des protéines sont sous forme de di- ou tripeptides et 

20 % so t sous fo e d’a ides a i s li es (Ganapathy, 2012). L’h d ol se des p ot i es da s la 

lu i e i testi ale ’est epe da t pas o pl te, e  fo tio  de la atu e des p ot i es et des 

traitements thermiques subis, de l’azote est toujou s présent sous la forme de polypeptides et de 

protéines intactes. Ces produits non digérés peuvent atteindre le côlon pour y être dégradés par la 

flore bactérienne. Une très faible proportion de ces molécules va également être absorbée au 

i eau de l’i testi  g le et peut o t i ue  à l’appa itio  d’u e po se i u e lo ale et 

systémique, pouvant déclencher une allergie (Institut Français pour la Nutrition, 1997). 

 L’a so ptio  des p ot i es 

 Bie  ue le p o essus de digestio  p ot i ue d ute au i eau gast i ue pa  l’a tio  de la 

pepsi e, l’a so ptio  des p oduits da s ette région est négligeable (Freeman et al., 1983). 

L’i testi  g le est le p i ipal site d’a so ptio  : lorsque le contenu luminal atteint la valvule 

iléo- æ ale, l’a so ptio  des a ides a i s est p es ue totale. Au sei  de l’i testi  g le, les gio s 

diffèrent dans leur capacité à absorber les produits de digestion : les di- et tripeptides sont plus 

absorbés au niveau du jéjunum, tandis que les acides aminés sont plus absorbés au niveau de 

l’il o . Ce g adie t d’a so ptio  le lo g de l’a e j ju o-il al s’e pli ue pa  l’a ti it  des peptidases. 

Ces de i es p se te t e  effet u e a ti it  plus i po ta te da s l’il o  ue da s le j ju u  

(Ganapathy, 2012). L’ pith liu  oli ue est aussi apa le d’a so e  u  o e a i  d’a ides 

aminés et de peptides (Ardawi, 1986 ; James et Smith, 1976 ; Sepúlveda et Smith, 1979), mais en 

te a t o pte de la totalit  du p o essus d’a so ptio  p ot i ue, elle-ci resterait marginale. Les 
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p ot i es d’o igi e a t ie e pou aient tout de même y être digérées et absorbées (Ganapathy, 

2012). 

2.1.3.1. Absorption des acides aminés et des peptides à travers la membrane apicale de la 

bordure en brosse des entérocytes 

 L’a so ptio  des a ides a i s et des peptides à t a e s l’ pith liu  i testi al est 

effectuée par une multitude de systèmes de transport qui sont exprimés différemment entre le 

domaine apical et le domaine basolatéral de la membrane épithéliale. Ces systèmes peuvent être 

énergétiquement dépendants (actifs) ou non (passifs). Les forces motrices du transport actif 

p o ie e t d’u  g adie t io i ue t a s e a ai e, e du possi le pa  la p se e d’u e ATPase 

Na+-K+ au niveau du domaine basolatéral. Cette ATPase permet la sortie de Na+ de la cellule vers le 

sa g et l’e t e de K+ du sang vers la cellule. Le ratio Na+/K+ étant de 3/2, ce transport génère aussi 

u  pote tiel e a ai e gatif. La p se e d’u  a al potassi ue au i eau du do ai e 

basolatéral per et de dui e la o e t atio  de potassiu  à l’i t ieu  de la ellule, et d’a oître 

le potentiel membranaire négatif. Au niveau du domaine apical de la membrane, un échangeur 

Na+/H+ utilisant le gradient de Na+ comme force motrice permet la sortie de H+ de la cellule vers le 

lumen. Cela génère un gradient H+ transmembranaire et donc un microclimat acide à la surface 

luminale de la bordure en brosse. Il existe aussi un canal chlorure du côté apical de la cellule qui 

permet de véhiculer les ions Cl- vers l’e t ieu  de la ellule. Ces diff e ts s st es de t a spo t 

permettent de maintenir une faible concentration en Na+ et Cl- et une concentration élevée en K+ 

à l’i t ieu  de la ellule et do  de o t i ue  au t a spo t a tif des a ides a i s et des peptides 

(Ganapathy, 2012). 

Tableau 25 : Systèmes de transport des acides aminés au niveau du domaine apical de la cellule épithéliale, 

adapté de Ganapathy (2012) 

Système de transport T pe d’a ide a i  Ions impliqués 

B0 Neutres Na+ 

B0,+ Neutres, cationiques Na+, Cl- 

b0,+ Neutres, cationiques, cystéine - 

IMINO Acides iminés Na+, Cl- 

β β-alanine Na+, Cl- 

X-
AG Anioniques Na+, K+, H+ 

ASC Neutres Na+ 

N Glutamine, Asparagine, Histidine Na+, H+ 

PAT Petits acides aminés neutres H+ 
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Il existe 9 principaux systèmes de transport des acides aminés à travers la membrane 

apicale de bordure en brosse des entérocytes (Tableau 25). Ces différents systèmes sont 

spécifiques au transport de certains acides aminés et ils dépendent des gradients 

transmembranaires (Na+, K+, H+, Cl-) explicités dans le paragraphe précédent. 

Les peptides sont quant à eux absorbés via un système différent de ceux des acides aminés. 

Ce système est indépendant du Na+ mais il est électrogénique : l’e t e des peptides da s la ellule 

pith liale essite l’e t e si ulta e d’u e ha ge positi e. Ai si, le li at l g e e t a ide à 

la su fa e lu i ale de la e a e de la o du e e  osse fou it l’ e gie essai e au 

transport des peptides. Ce système permet de véhiculer les di- et tripeptides, voire même des 

tétrapeptides. Les peptides plus longs ne semblent pas pouvoir être absorbés (Ganapathy, 2012). 

L’a so ptio  des p ot i es sous la fo e de di- et t ipeptides plutôt ue sous fo e d’a ides a i s 

p se te e  alit  u  i t t ut itio el. L’a so ptio  des a ides a i s est tout d’a o d plus 

rapide sous la forme de peptides que sous la fo e d’a ides a i s li es, et les peptides 

permettent aussi une apparition plus homogène des acides aminés au niveau sanguin. Le système 

de transport des peptides est aussi peu sensible aux conditions adverses (jeûne, malnutrition 

protéino-énergétique, carence en vitamines ou maladies intestinales) et peu soumis à la 

o p titio . Il pe et aussi la o se atio  de l’ e gie ta oli ue (Grimble et Silk, 1989). 

2.1.3.2. De e i  des a ides a i s et des peptides da s l’e t o te et t a spo t à travers la 

membrane basolatérale 

 Les peptidases entérocytaires jouent un rôle vital dans la phase terminale de digestion des 

protéines. Elles agissent prioritairement sur les dipeptides et dans une moindre mesure sur les 

t ipeptides. E  plus d’h d ol se  les peptides issus de la digestion (exogènes), ces peptidases 

agisse t gale e t su  les p ot i es e dog es. Leu  a ti it  s’a oît en période de jeûne (Kim et 

al., 1973), et d oit da s le as d’u  gi e iso alo i ue d fi ie t e  p ot i es (Kumar et Chase, 

1972). Ces enzymes présentent une meilleure activité dans le segment proximal et médian de 

l’i testi  g le, zo es au i eau des uelles la apa it  d’a so ptio  e  petits peptides est id ale. 

Ce tai s peptides so t pa  ailleu s sista ts à l’h d ol se et appa aisse t alo s i ta ts au i eau 

sérique (Ganapathy, 2012). C’est ota e t le as pou  les peptides i hes e  p oli e ou e  

h d o p oli e, ou e o e pou  le dipeptide a osi e. Il se le ait u’e i o   % de l’azote 

e t a t da s la i ulatio  se t i ue ap s a so ptio  d’u  h d ol sat pa tiel de as ine soit 

sous forme de peptides (Gardner et al., 1983). 
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 U e fois à l’i t ieu  de la ellule, les di- et tripeptides sont hydrolysés en acides aminés par 

les peptidases cytoplasmiques. La membrane basolatérale des entérocytes possède plusieurs 

systèmes de transport des acides aminés leur permettant de rejoindre le système porte. Les 

peptides happa t à l’h d ol se toplas i ue ejoig e t la i ulatio  ia u  s st e de 

transport peptidique présent dans la membrane basolatérale, distinct de celui présent au niveau 

de la o du e e  osse. Les a ides a i s, u’ils soie t issus du lu e  ou o te us pa  l’a tio  des 

peptidases, alimentent plusieurs voies métaboliques et peuvent notamment être dégradés, 

o e tis e  d’aut es a ides a i s, i o po s à des protéines ou transportés dans le sang 

(Ganapathy, 2012). 

 Il existe au moins 6 systèmes de transport des acides aminés au travers de la membrane 

basolatérale. Deux sont sodium-dépendants, 3 sont sodium-indépendants et le dernier est 

dépendant ou indépendant selon le substrat. Les systèmes sodium-dépendants sont responsables 

du transport des acides aminés de la cellule vers le sang, tandis que les systèmes sodium 

dépendants permettent d’app o isio e  e t e les epas les ellules espo sa les de l’a so ptio  

intestinale en acides aminés. Le système de transport des peptides à travers la membrane 

basolatérale est encore peu connu. Ce dernier serait spécifique aux peptides de petites tailles et 

serait insensible au gradient H+ transmembranaire (Ganapathy, 2012). 

2.1.3.3. R gulatio  de l’a so ptio  des a ides a i s et des peptides 

 La apa it  de l’i testi  g le à a so e  les a ides a i s et les peptides a ie 

significativement en réponse à différents facteurs. Les mécanismes sous-jacents peuvent être non 

sp ifi ues au  p ot i es alt atio  g ale de la apa it  d’a so ptio  de l’i testi  g le 

tou ha t tous les ut i e ts  ou sp ifi ues ha ge e t da s l’a so ptio  de e tains acides 

aminés ou peptides). 

 Chez l’ho e, les s st es de t a spo t des a ides a i s et des peptides so t p se ts 

a a t la aissa e, ais leu  itesse d li e a e  l’âge (Buddington et Diamond, 1990 ; Navab et 

Winter, 1988 ; Treves et al., 1990). Elle est ,  à  fois oi s i po ta te à l’âge adulte u’à la 

naissance. Cette diminutio , au oi s pou  les a ides a i s a o ati ues, s’e pli ue pa  u e 

aug e tatio  de l’affi it  du t a spo teu  et pa  u e di i utio  de sa apa it . Ce d li  est 

significativement plus important pour les acides aminés essentiels que pour ceux non essentiels. 

Les transporteurs spécifiques aux peptides seraient eux aussi touchés par ce déclin, mais ne 

présenteraient pas de meilleure affinité (Ganapathy, 2012). 
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 La vitesse de transport de la plupa t des ut i e ts da s l’i testi  g le est aussi i flue e 

par la concentration en substrat présente dans la lumière intestinale (Ferraris et al., 1988 ; Ferraris 

et Diamond, 1989). En général, la p se e d’i po ta tes ua tit s de p ot i es da s le gi e 

alimentaire tend à augmenter la vitesse du transport intestinal des acides aminés. Le schéma de 

cette régulation positive est cependant variable en fonction des différents systèmes de transport. 

Cette aug e tatio  est o sta te da s le as des a ides a i s a io i ues et d’a ides i i s, et 

a ia le pou  les a ides a i s eut es et atio i ues. Les a ides a i s ’i duise t pas fo e t 

leur propre transporteur : la glutamine et la valine induise t pa  e e ple le t a spo t d’a ides 

a i s a io i ues, l’aspa tate a ide a i  a io i ue  i duit pa  la suite le t a spo t des a ides 

aminés cationiques, ta dis ue l’a gi i e a ide a i  atio i ue  i duit elle-même le transport 

d’a ides a i s a io i ues. L’aspa tate, la ali e, la l si e et la gluta i e i duise t ua t à elles 

leur propre transport. Des périodes de jeûne total sont aussi connues pour altérer la capacité 

a so a te de l’i testi  g le (Ganapathy, 2012). Le transport intestinal des peptides est lui aussi 

gul  positi e e t da s le as de la p se e d’u e i po ta te ua tit  de p ot i es da s le 

lu e  i testi al ou du a t u e ou te p iode de jeû e, ais il ’est pas affecté par de longues 

périodes de jeûne (Ferraris et Diamond, 1989). Ces mécanismes d’adaptatio  este t e o e peu 

o us e si u e aug e tatio  de la ua tit  d’ARN  oda t pou  es t a spo teu s (Erickson 

et al., 1995) ou e o e u e sti ulatio  de l’a ti it  du t a spo teu  ia l’a ti atio  de la 

transcription du gène codant pour cette molécule pourraient les expliquer (Shiraga et al., 1999). 

 U  e tai  o e d’ho o es joue aussi u  ôle da s la gulatio  des s st es de 

transport des acides aminés et des peptides. On compte notamment la somatostamine, la 

neurotensine, la sécrétine, la cholecystokinine, le facteur de croissance épidermique ou encore 

l’i suli e (Chen et al., 1987 ; Krejs et al., 1980 ; Mainoya, 1975 ; Salloum et al., 1993). Leur mode 

d’a tio  est assez a ia le, e tai s fa ilite t pa  e e ple le t a spo t des peptides à t a e s la 

e a e asolat ale e  se fi a t su  u  epteu  à sa su fa e et e  odifia t l’e p essio  de 

la protéine responsable du transport (Nielsen et al., 2003 ; Thamotharan et al., 1999), tandis que 

d’aut es le li ite t e  i te f a t a e  l’e p essio  des g es espo sa les du t a spo t (Ashida et 

al., 2002, 2004). 

 La Figure 99 s h atise la digestio  et l’a so ptio  des p ot i es hez l’ho e. 
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Figure 99 : S h a ila  de la digestio  et de l’a so ptio  des p ot i es hez l’ho e 

 Paramètres influençant la digestibilité des protéines 

 Malg  l’effi a it  de la digestio , l’i t g alit  des p ot i es i g es ’est pas a so e. 

La digesti ilit  d’u e p ot i e est ota e t d pe da te de sa st u tu e et de la fa ilit  à 

hydrolyser ses liaisons peptidiques. Les protéines fibreuses composées de longues chaînes 

peptidi ues o e le ollag e, la k ati e et l’ lasti e so t elati e e t i solubles. Cela les rend 
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moins digestibles. À l’i e se, les p ot i es glo ulai es as i e, glo uli es ou al u i es pa  

exemple), qui présentent une structure enroulée compacte, sont solubles et donc plus digestibles. 

La digestibilité apparente est calculée e  p e a t e  o pte l’azote t ou  da s les f es pa  

appo t à l’azote i g  (Bhutta et Sadiq, 2013). Mais u e pa tie o  gligea le de l’azote f al 

ta t issue des pe tes e dog es i testi ales, u e esu e plus app op i e a t  i t oduite. Il s’agit 

de la digestibilité protéique vraie, qui prend en compte les pertes protéiques endogènes. Elles sont 

estimées à environ 12 mg.kg-1.j-1 hez l’adulte, ais a ie t selo  le o te u du ol ali e tai e. 

 E  g al, le lait et les œufs so t les sou es do t les p ot i es so t les plus digesti les, 

avec environ 97 % de protéines digestibles (Tableau 26). Elles sont suivies par la viande et les 

poissons. Les protéines issues des plantes et des légumineuses sont les moins digestibles 

(digestibilité comprise entre 75 et 85 %). Le régime alimentaire des pays développés repose 

p i ipale e t su  des p ot i es t s digesti les d’o igi e a i ale et g tale, alo s ue le gi e 

des pays en développement est plutôt basé sur des protéines peu digestibles et riches en facteurs 

antinutritionnels. Les facteurs antinutritionnels peuvent être endogènes ou formés durant un 

traitement thermique ou alcalin. 

Tableau 26 : Valeu s illust a t la digesti ilit  de p ot i es hez l’ho e, d’ap s Bhutta et Sadiq (2013) 

Produit Digestibilité vraie (%) 

Œufs 97 

Lait et fromages 95 

Viandes et poissons 94 

Maïs 85 

Flo o s d’a oi e 86 

Blé complet 86 

Blé raffiné 96 

Riz poli 88 

Farine soja 86 

Isolat de soja 94 

Haricots 78 

2.1.4.1. Effet des inhibiteurs de la trypsine 

De nombreux produits alimentaires, et notamment les légumineuses, les céréales, les 

pommes de terre et les tomates, contiennent des inhibiteurs de la trypsine, de la chymotrypsine, 

de la a o peptidase, de l’ lastase ou e o e de l’α-amylase (Friedman et Brandon, 2001). La 

plus riche source en inhibiteurs est le soja (Tableau 27). 
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Tableau 27 : Teneur en inhibiteurs de la trypsine de différents produits, d’ap s Gilani et al. (2012) 

Produit Concentration (mg.g-1) Concentration (mg.g-1 de protéines) 

Graines de soja brutes 16,7 - 27,2 34,7 - 122,6 

Farine de soja brute 28,0 - 32,0 57,8 

Farine de soja grillée 7,9 - 9,4 - 

Concentrat de protéines de soja 5,4 - 7,3 8,4 - 11,2 

Isolat de protéines de soja 1,2 - 30,0 1,4 - 29,4 

Tofu 0,6 9,2 

Sauce soja 0,3 3,3 

Miso 4,1 22,9 

Pois (cultivars variés) 2,0 - 12,5 - 

Haricot rouge 4,6 - 

Les inhibiteurs de protéases isolées du soja sont classés en deux catégories : 

- Les inhibiteurs « Kunitz » o t u e asse ol ulai e d’e i o  ,  kDa, ils poss de t 

deux ponts disulfures et agissent principalement contre la trypsine, 

- Les inhibiteurs « Bowman-Birk » o t u e asse ol ulai e d’e i o   kDa, ils 

poss de t u e g a de ua tit  de po ts disulfu es et la apa it  d’i hi e  la 

chymotrypsine et la trypsine. 

Il e iste d’aut es a ia ts i eu s de es deu  t pes d’i hi iteu s ui diffèrent dans la 

longueur de leur séquence en acides aminés, leur spécificité, leur mobilité électrophorétique ou 

e o e leu  se si ilit  à l’i a ti atio  the i ue (Liener, 1994). 

La majorité des inhibiteurs de la trypsine est localisée avec les protéines de réserve au 

niveau du cotylédon (Anderson et Wolf, 1995). Ainsi, lors de la production de farine crue, la 

concentration en inhibiteurs est accrue. Mais du fait de leur nature protéique, les inhibiteurs de la 

trypsine peuvent être facilement inactivés par extrusion, rayonnements infra-rouges, ébullition, 

traitement à la vapeur (Gatel, 1994) ou bien éliminés par fractionnement (Friedman et Brandon, 

2001). L’i a ti atio  the i ue de es i hi iteu s d pe d de leu  o e t atio  e dog e i itiale, 

de la température, de la durée du traitement thermique, de la taille des pa ti ules, de l’hu idit  et 

p o a le e t de l’esp e ulti e (Friedman et Brandon, 2001 ; Gatel, 1994 ; Liener, 1994). 

La plupart des produits commerciaux à base de soja (concentrat, isolat, formule infantile, 

boisson ou miso) subissent un traitement thermique suffisant pour inactiver plus de 80 % des 

inhibiteurs présents dans la farine brute (Liener, 1994). L’appli atio  d’u  t aite e t the i ue 

prolongé, qui permettrait la destruction intégrale des inhibiteurs, affecterait négativement la 

digestibilité protéique et la qualité des produits (Rackis, 1974). E  l’a se e de l gislatio , il ’e iste 



Séle tio  d’u e sou e de p otéi e adaptée au  p oduits 

234 

pas de ga a tie ua t à la te eu  e  i hi iteu  d’u  produit commercial donné. Plusieurs boissons 

o e iales a al s es p se te t pa  e e ple des ua tit s sig ifi ati es d’i hi iteu s elles 

contiennent entre 64 et 71 % de la teneur initiale du soja brut) contre la trypsine bovine et humaine 

(Gilani et al., 2012). De la même façon, les inhibiteurs présents dans certaines formulations 

infantiles à base de soja conservent encore 28 % de leur activité (Peace et al., 1992). 

Chez l’a i al, l’e positio  à des i hi iteu s de la trypsine tend aussi à faire augmenter la 

synthèse et la sécrétion des protéases (trypsine, chymotrypsine et élastase) tout en provoquant 

une hypertrophie et hyperplasie pancréatique. La trypsine et la chymotrypsine, riches en acides 

aminés soufrés, sont synthétisés au détriment des protéines des tissus corporels puis éliminés via 

les fèces (Friedman et Brandon, 2001). La digestibilité des protéines et des acides aminés est 

gati e e t affe t e pa  la p se e d’i hi iteu s de la t psi e (Gilani et al., 2012). 

2.1.4.2. Effet des tannins 

Les ta i s so t des o pos s ph oli ues atu elle e t solu les da s l’eau a a t la 

capacité de complexer et de précipiter les protéines en solution aqueuse (Jansman et al., 1994). 

Leur masse moléculaire est comprise entre 0,5 et 3 kDa et ils sont présents chez différentes espèces 

végétales, et notamment dans les céréales et les légumineuses (Tableau 28). 

Tableau 28 : Teneur en tanins de différents produits, d'après Gilani et al. (2012) 

Produit Concentration (g.kg-1) 

Pois chiche 0,6 - 2,7 

Pois 0,6 - 10,5 

Haricot sec 0,3 - 12,6 

Féverole 0,5 - 24,1 

Sorgho 0,5 - 72,0 

Orge 5,5 - 12,3 

Les tannins sont généralement classés en « hydrolysables » ou « condensés » (Jansman et 

al., 1994). Les formes hydrolysables sont facilement hydrolysées par traitement acide, alcalin ou 

enzymatique, tandis que les formes condensées sont des produits polymérisés de flavan-3-ol et 

flavan-3,4-diol sista ts à l’h d ol se. Les ta i s o de s s so t la p i ipale fo e de 

polyphénols retrouvée dans les produits alimentaires de consommation courante (Salunkhe et al., 

1990).  

Les produits alimentaires contenant une quantité importante de tannins incluent le sorgho, 

le millet, différents types de pois et de haricots et certaines légumineuses. Dans le but de réduire 
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le contenu tannique des produits alimentaires, différents traitements technologiques (décorticage, 

trempage dans des solutions aqueuses ou alcalines, additions de produits chimiques ayant une 

forte affinité pour les tannins ou germination) ont été étudiés. Mais la plupart de ces traitements 

sont coûteux, laborieux et inefficaces (Gilani et al., 2012). Plus récemment, la manipulation 

génétique a permis de créer un cultivar de féverole présentant une teneur réduite en tannins 

(Crépon et al., 2010).  

Les tannins ont notamment la capacité de se lier par liaisons hydrogène et associations 

apolaires hydrophobes aux protéines de certaines céréales (sorgho, seigle, orge par exemple). Les 

liaiso s e t e les ta i s et l’al u i e, la glo uli e et p i ipale e t la p ola i e e dent ces 

f a tio s i solu les, et do  peu digesti les. Cela s’e pli ue aussi pa  u  effet d’e o e e t 

stérique des tannins, ainsi que par un changement conformationnel des protéines, qui les rendent 

moins accessibles aux protéases (Duodu et al., 2003). 

2.1.4.3. Effet de l’a ide ph ti ue 

L’a ide ph ti ue est u e su sta e atu elle et ou e da s les g ai es, les ales et les 

noix (Tableau 29) (Harland et Oberleas, 1987 ; Ravindran et al., 1999).  

Tableau 29 : Teneur en acide phytique de différents produits, d'après Gilani et al. (2012) 

Produit Concentration (g.kg-1) Concentration (g.kg-1 de protéines) 

Riz sauvage 22 - 

Blé 6 53 

Sorgho 7 101 

Tourteau de tournesol 27 89 

Maïs 7 88 

Soja 26 - 

Farine de soja 10 - 20 20 - 37 

Isolat de protéines de soja 10 - 20 11 - 22 

Haricot commun (non extrudé) 8 - 11 459 - 578 

Haricot commun (extrudé) 7 - 8 351 - 423 

Lentille 7 27 

Elle est u e sou e de i au  et d’i ositol utilis s du a t la ge i atio  et se p se te 

dans les tissus de la plante sous la forme de cations mono- et divalents comme le magnésium, le 

calcium, le sodium et le potassium (Lott et al., 2000). Les phytates, avec leurs abondants groupes 

phosphates chargés négativement, sont surtout connus pour chélater certains nutriments 

essentiels dans le tractus gastro-intestinal et les rendre moins biodisponibles (Reddy, 2001). Ils 
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peu e t d’ailleu s i flue e  gati e e t l’a ti it  de e tai es e z es digesti es 

(carboxypeptidase et aminopeptidases) par la chélation de cofacteurs minéraux ou par interaction 

di e te a e  l’e z e ou so  su st at. La liaiso  e t e les ph tates et les protéines peut être directe 

ou indirecte. Ces interactions complexes varient avec le pH, le temps et les concentrations relatives. 

Au pH gast i ue, l’a ide ph ti ue fo e des liaiso s le t ostati ues a e  les sidus d’a gi i e, de 

l si e et d’histidi e dont résultent des complexes insolubles (Ravindran et al., 1999). Au-dessus de 

leu  poi t iso le t i ue pH e o t  da s l’i testi  g le pa  e e ple , les p ot i es peu e t 

former des interactions avec les phytates en impliquant un cation (calcium généralement) (Selle et 

al., 2000). 

La répartition des phytates étant inégale dans les différentes parties de la graine, les 

traitements éliminant ou concentrant certaines parties peuvent entrainer des changements 

drastiques dans la teneur du produit fini (Gilani et al., 2012). En outre, les phytates sont 

relativement stables à la chaleur, contrairement aux phytases (enzymes hydrolysant les phytates) 

qui sont thermolabiles (Ryden et Selvendran, 1993). Seule l’e t usio  pe ett ait de dui e de  

à 30 % la teneur en phytate de haricots communs (Batista et al., 2010). 

2.1.4.4. Effet des composés de Maillard 

 La réaction de Maillard est une série de réactions impliquant une protéine (et plus 

pa ti uli e e t la fo tio  a ide d’u  a ide a i  et u  glu ide via son groupement carbonyle). 

Étant donné que la majorité des produits alimentaires contiennent à la fois des glucides et des 

p ot i es, les p oduits de a tio  de Mailla d PRM  so t p se ts da s l’ali e tatio  uotidie e 

e  ua tit s o sid a les. Les p oduits d’A ado i so t fo s à u  stade p o e, tandis que les 

mélanoïdines, sont formées à un stade plus avancé de la réaction (Somoza, 2005) (Figure 100). 

Les conséquences de la consommation de tels produits sur la santé humaine ont été 

la ge e t tudi es es de i es a es. Il se le ait u’u  gi e i he e  PRM du a t  à  

semaines tende à a l e  le st ess o datif, l’i fla atio  et les a is es li s à la gulatio  

du glucose, notamment pour les populations les plus vulnérables, à savoir les diabétiques et les 

i suffisa ts au . Glo ale e t, de e tes tudes o fi e t l’effet d létère des PRM 

ali e tai es su  la sa t  d’adultes e  o e sa t  (Tessier et Birlouez-Aragon, 2012). En plus de 

présenter un risque pour la santé, les PRM possèdent aussi un effet antinutritionnel. 
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Figure 100 : Schéma simplifié de la réaction de Maillard, adapté de Wautier et al. (2014) 

  L’effet a ti ut itio el des o pos s de Mailla d a p i ipale e t t  tudi  hez 

le at, et assez peu hez l’ho e (Finot, 1990). Une étude a tout de même été réalisée chez des 

adolescents (Seiquer et al., 2006), population considérée à risque du fait de leurs habitudes 

alimentaires (snacks et fast-food riches en composés de Maillard) et de leurs besoins 

physiologiques importants. Après deux semaines de consommation de repas riches en composés 

de Mailla d, l’e tio  f ale e  azote est a ue +  % , ta dis ue l’a so ptio  e  azote di i ue 

(- 12 %) tout comme sa digestibilité (- 6 %). Il a été con lu u’u  gi e i he e  o pos s de 

Maillard affecte négativement la digestibilité des protéines et que les effets à long terme de ce type 

de gi e da s l’adoles e e de aie t t e tudi s. 

 Les procédés utilisés pour la préparation des formulations infantiles (stérilisation, séchage 

par pulvérisation et upérisation à haute température (UHT)) provoquent la formation de PRM dans 

le lait (Rudloff et Lönnerdal, 1992). Contrairement aux autres traitements, la stérilisation classique 

cause une dénaturation irréversible des protéines. Des analyses in vitro démontrent que la 

digestibilité de ces protéines est alors beaucoup plus faible. La teneur en lysine disponible est aussi 

plus faible pour les produits ayant subi une stérilisation classique que pour ceux ayant subi une 

pul isatio  ou u  t aite e t UHT. Cela s’e pli ue pa  u e te p atu e de t aite e t le e, u e 

humidité importante, ainsi que la présence de lactose et de protéines riches en lysine (Sarwar et 

al., 1989). Les conséquences nutritionnelles de la consommation de produits laitiers contenant une 

teneur importante en lactulose-lysine chez le porc ont été étudiées (Rérat et al., 2002). Les 

conséquences ont été une diminution de la digestibilité de la plupart des acides aminés, et 

notamment de la lysine, et donc une diminution de la valeur nutritive du produit. 

Produits de Glycation

Avancée (AGE)

Phases précoces Phases tardives
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2.1.4.5. Effet de la racémisation 

 L’e positio  de p ot i es ali e tai es à des t aite e ts the i ues et/ou al ali s e t ai e 

deux modifications chimiques majeures : la racémisation des acides aminés (conversio  d’a ides 

aminés de série L en série D) et la formation de lysinoalanine (Mendel Friedman, 1999). La 

racémisation est nutritionnellement importante étant donné que les acides aminés de la série D 

sont absorbés plus lentement que ceux de la série L, et même absorbés, la plupart des isomères D 

des acides aminés indispensables ne sont pas utilisables hez l’ho e. Les liaiso s peptidi ues 

i pli ua t u  a ide a i  D so t aussi plus sista tes à l’h d ol se ue elles i pli ua t deu  

sidus de s ie L. La a isatio  d’a ides a i s est o sid e comme un prélude à la formation 

de liaisons isopeptidiques qui diminuent la digestibilité de la protéine (Duodu et al., 2003). 

Naturellement, seulement certains insectes, vers et invertébrés marins contiennent une quantité 

su sta tielle d’a ides a i s D, ais e e so t pas des o posa ts ajeu s du gi e ali e tai e 

humain (Gilani et al., 2012). Ce tai s t aite e ts appli u s à d’aut es p oduits ali e tai es 

peuvent cependant aboutir à la formation de tels acides aminés (Payan et al., 1985). Le lait écrémé 

en poudre, le yaourt et les formulations laitières infantiles peuvent par exemple contenir 

respectivement 2,15 ; ,  et ,  % d’a ide aspa ti ue D. Des atios plus i po ta ts so t o se s 

pour les protéines de soja texturées (plus de 13 %), les protéines de soja ou de maïs traitées 

thermiquement en milieu alcalin (respectivement 27,7 et 40,2 %) (Masters et Friedman, 1980). En 

général, les acides aminés indispensables ne se a ise t u’e  ta t e pos s à d’i po ta tes 

températures (Gilani et al., 2012). 

 La lysinoalanine (LAL) est généralement formée lorsque les protéines sont sujettes à un 

traitement alcalin (Struthers et al., 1979). Mais des traitements thermiques dans des conditions 

non-alcalines pourraient aussi provoquer la formation de LAL. Sa synthèse est rendue possible grâce 

à la liaiso  d’u  sidu de l si e à la dou le liaiso  d’u  sidu de d sh d oala i e g  pa  la 

a tio  d’ li i atio  d’u  sidu de sti e, de phosphosérine ou de glycosérine (Masters et 

Friedman, 1980). La teneur en LAL formée est dépendante de la température, du pH, de la 

température réactionnelle, du type de protéine et du type de cation présent dans la solution 

(Struthers et al., 1979). Bien que de nombreux produits alimentaires courants subissent des 

traitements thermiques en milieu alcalin, assez peu de données existent quant à leur teneur en LAL 

(Tableau 30). 
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Tableau 30 : Teneur en lysinoalanine de produits alimentaires communs, d’ap s Gilani et al. (2012) 

Produit Concentration en LAL (ppm) 

Saucisse 0 - 170 

Poulet 370 

Œuf 160 - 1820 

Chips de maïs 390 

Bretzel 220 - 500 

Riz (poli) 1000 

Formulation infantile (poudre) 150 - 920 

Formulation infantile (concentrat liquide) 160 - 2120 

Lait concentré 150 - 860 

Poudre de lait 150 - 620 

Lait stérilisé 200 - 1160 

Isolat de protéines de soja 370 - 1300 

Caséinate de sodium 430 - 6900 

Agent fouettant 6500 - 53150 

 Les données varient aussi largement en fonction des traitements thermiques appliqués. Des 

uisso s do esti ues peu e t p odui e jus u’à  pp  de LAL da s des p oduits tels ue les 

sau isses, les œufs ou le poulet, i itiale e t e e pts de e o pos . Les laits st ilis s et les 

poud es de lait peu e t o te i  jus u’à  pp , ta dis ue e tai es fo ulatio s i fa tiles 

sous forme de concentrats liquides peuvent en contenir jus u’à  (Gilani et al., 2012). Les 

fo ulatio s i fa tiles ta t g ale e t l’u i ue sou e de p ot i es hez l’e fa t du a t u e 

longue période, la teneur de ce type de produit devrait être maintenue en deçà de 200 ppm 

(Friedman, 1999). Les i g die ts i hes e  p ot i es la s d’œufs e  poud e, isolat de p ot i es 

de soja, caséinates de sodium) contiennent potentiellement des teneurs significatives en LAL 

jus u’à  pp  (Gilani et al., 2012). La racémisation des acides aminés présente des effets 

délétères sur la digestibilité des protéines, la qualité et la sécurité des produits manufacturés. Après 

absorption, les acides aminés D peu e t t e e dus utilisa les pa  l’a tio  de la a ase, de 

l’ pi ase ou de la D-aminoacide oxydase (DAAO) (Mendel Friedman, 1999). Le système DAAO 

peut a i e  à satu atio  lo s ue les p oduits o so s o tie e t t op d’a ides a i s D. 

Aussi, l’h d ol se de peptides p se ta t des a ides a i s D est plus le te ue eu  e p se ta t 

ue des a ides a i s L. Cela g e des fo es d’a ides a i s iologi ue e t o  utilisa les 

car peu accessibles aux enzymes protéolytiques. Les protéines racémisées peuvent aussi entrer en 

compétition avec les protéines non racémisées pour les sites actifs des protéases et ainsi affecter 

gati e e t l’utilisatio  des aut es p ot i es (Pappenheimer et al., 1997). La formation de LAL 
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dans les produits alimentaires entraine une perte en acides aminés essentiels (lysine, cystéine et 

thréonine) et induit une baisse de la digestibilité des protéines. La LAL pourrait aussi provoquer des 

dommages rénaux en fonction de la dose et du type de molécules (peptides ou acides aminés libres) 

(Sternberg et al., 1975). Cette molécule est en effet un puissant chélateur de minéraux (calcium, 

fe , ui e et zi  et peut ai si e e e  u  effet to i ue au i eau des ellules ales. L’alt atio  

de l’a so ptio  de es i au  de ie t aussi p o l ati ue pou  des populations telles que les 

enfants ou les personnes âgées (Gilani et al., 2012). L’effet phrotoxique de la LAL ayant 

seule e t t  o se  à lo g te e hez l’a i al, la consommation de faibles teneurs chez 

l’ho e pou ait e pas t e faste (Friedman, 1999). Mais des données analytiques sont 

nécessaires pour statuer quant aux actuelles quantités consommées (International Life Sciences 

Institute, 1989). De e, l’i flue e d’u e o so atio  h o i ue de LAL su  l’a so ptio  des 

i au  essite ait d’ t e tudi e (Gilani et al., 2012).  

 Évaluation de la ualit  d’u e p ot i e 

 Du fait de leur origine, de leur composition en acides aminés ou encore de leur 

biodisponibilité, les protéines ne sont nutritionnellement pas ui ale tes. L’ aluatio  de la 

ualit  o siste à d te i e  la apa it  d’u e sou e p ot i ue ou d’u  p oduit à satisfai e les 

esoi  e  a ides a i s et e  azote de l’o ga is e (WHO/FAO/UNU, 2007). Cette capacité dépend 

non seulement de la composition en acides aminés indispensables, mais aussi de leur digestibilité 

et du métabolisme des acides aminés absorbés. La biodisponibilité de chaque acide aminé 

indispensable est donc un facteur majeur de variation de la qualité nutritionnelle de différentes 

protéines alimentai es. L’app o he e o a d e pa  l’Organisation des Nations Unies pour 

l’ali e tatio  et l’ag i ultu e FAO  et l’Organisation Mondiale de la Santé (FAO/WHO, 1990 ; 

FAO/WHO/ONU, 1985) repose sur la comparaison de la composition des protéines alimentaires en 

acides aminés indispensables à une composition de référence, ainsi que sur la détermination de 

leur digestibilité. Cela permet de comparer la valeur nutritionnelle de différentes sources de 

protéines entre elles (AFSSA, 2007). Cette mesure tient compte des besoins spécifiques liés à la 

croissance, à la gestatio  et à l’allaite e t. À l’a e i , l’ aluatio  de la ualit  des p ot i es de ait 

aussi te i  o pte des esoi s li s au ieillisse e t, à la p ati ue d’u e a ti it  ph si ue et à la 

perte de poids. Depuis les années 1950, la FAO dis ute des thodes d’ aluatio  de la ualité des 

protéines. Le score chimique de digestibilité (SCCD) a été choisi comme méthode de référence en 

1991. Il prend en compte la composition de la protéine en acides aminés indispensables (indice 

chimique), ainsi que sa digestibilité. 
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 L’i di e hi i ue consiste à exprimer la teneur de chaque acide aminé indispensable en 

pou e tage d’u e p ot i e de f e e. La aleu  de plus fai le pou e tage o espo da t à 

l’a ide a i  li ita t  o stitue l’i di e hi i ue de la p ot i e tudi e. La p ot i e d’œuf a été 

initialement adoptée comme protéine de référence. Par la suite, quatre profils-types ont été établis 

(nourrisson, enfant préscolaire, adolescent et adulte) par la FAO (FAO/WHO/ONU, 1985). Les 

estimations des besoins en acides aminés indispensables étant très proches pour les adolescents 

et les adultes, seuls trois profils (nourrissons, enfants et adultes) ont finalement été conservés (FAO, 

2013) (Tableau 31). 

Tableau 31 : Composition des protéines de référence, d’ap s la FAO (2013) 

 
Nourrisson  

(mg.g-1 de protéines) 
Enfants 

(mg.g-1 de protéines) 
Adultes 

(mg.g-1 de protéines) 

Histidine 21 20 16 

Isoleucine 55 32 30 

Leucine 96 66 61 

Lysine 69 57 48 

Méthionine + cystine 33 27 23 

Phénylalanine + Tyrosine 94 52 41 

Thréonine 44 31 25 

Tryptophane 17 8,5 6,6 

Valine 55 43 40 

La thode de l’i di e hi i ue pe et de o ait e le ou les a ide s  a i s  li ita t s  

et de calculer simplement la quantité de protéines utilisables dans une ration alimentaire donnée. 

Elle est rapide et moins coûteuse que les méthodes in vivo mais suppose que la valeur protéique 

soit di e te e t et u i ue e t p opo tio elle à la ua tit  dispo i le de l’a ide a i  li ita t. 

Or, il est probable que les autres acides aminés présents en quantité supérieure aux besoins aient 

u  effet su  l’utilisatio  de l’a ide a i  li ita t. Aussi, la thode e tie t pas o pte de la 

digestibilité de la protéine et de la biodisponibilité des acides aminés (AFSSA, 2007). 

 La otio  de digesti ilit  d’u e p ot i e p e d e  o pte sa apa it  à li e  ses a ides 

aminés dans la lu i e i testi ale et à e  pe ett e l’a so ptio . Elle est tudi e pa  des thodes 

in vitro et des méthodes in vivo hez l’a i al et l’ho e. Diff e tes thodes in vitro ont ainsi 

été développées : elles sont généralement basées sur la mesure de la libération des acides aminés 

ap s e positio  de la p ot i e à l’a tio  d’u e ou plusieu s p ot ases da s des o ditio s 

standardisées. Différents systèmes enzymatiques ont été utilisés : pepsine-pancréatine (Akeson et 

Stahmann, 1964), papaïne (Buchanan, 1969), papaïne-trypsine (Saunders et al., 1973), 
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trypsine-chymotrypsine-peptidase (Hsu et al., 1977). Les résultats obtenus avec ces enzymes 

s’a o dent assez bien avec les données de digestibilité in vivo obtenues chez le rat. Des méthodes 

in vitro plus élaborées consistent en une pré-h d ol se pepsi ue sui ie d’u e digestio  pa  la 

pancréatine associée à une dialyse en continu des produits libérés. Les dialysats sont considérés 

comme la fraction p ot i ue ui est digesti le et sus epti le d’ t e a so e (AFSSA, 2007). La 

méthode in vivo la plus classi ue o siste à o pa e  l’azote i g  à elui et ou  da s les f es. 

Il s’agit du oeffi ie t de la digesti ilit  f ale appa e te. Mais l’azote f al sulta t aussi de la 

digestio  des p ot i es e dog es et de l’a ti it  ta oli ue de la flo e olique, cette méthode 

’est pas id ale. Ai si, deu  g oupes d’a ides a i s se disti gue t pa  leu  ta olis e oli ue. 

Le p e ie  g oupe o p e d l’a ide aspa ti ue, la th o i e, la p oli e, la gl i e et le 

tryptophane. Ils subissent une désamination et une dégradation importante dans le côlon. Le 

se o d g oupe est o pos  de la thio i e, la leu i e, l’isoleu i e, la ali e et la l si e. Ils so t 

synthétisés dans le côlon (Sauer et Ozimek, 1986). Or, ces synthèses et ces dégradations diffèrent 

au i eau il al. C’est la aiso  pou  la uelle la digesti ilit  il ale est u  eilleu  des ipteu  de la 

digestibilité des acides aminés et des protéines alimentaires. Chez certains animaux pour lesquels 

il est diffi ile d’utilise  des a ules il ales ats ota e t , il est possi le de e ou i  à la 

digestibilité caecale (AFSSA, 2007). 

 Depuis , le SCCD, al ul  à pa ti  de l’i di e hi i ue et de la digesti ilité de la 

protéine, est considéré comme le critère de base pour rendre compte de manière simple de la 

qualité protéique. Il peut être utilisé pour évaluer la capa it  d’u  gi e ali e tai e à satisfai e 

les besoins en acides aminés indispensables, ai si ue pou  alue  la ualit  d’u e sou e 

protéique particulière. Dans le deuxième cas, une valeur de SCCD inférieure à 100 % signifie que la 

source protéique ne satisfait pas les besoins en acides aminés indispensables recommandés. Cette 

source prot i ue doit pa  o s ue t t e o pl t e pa  u  appo t de l’a ide a i  li ita t. C’est 

notamment le cas de la lysine dans les céréales ou des acides aminés soufrés dans certaines 

légumineuses. Pour une valeur de SCCD supérieure à 100 %, la source protéique apporte les acides 

aminés indispensables à un niveau supérieur aux besoins pour un apport en protéines répondant à 

l’appo t ut itio el e o a d . Cette p ot i e est alo s u e sou e d’a ides aminés essentiels 

et peut compléter une source déficiente. C’est sou e t le as des p ot i es d’o igi e a i ale 

(AFSSA, 2007). 

 Le SCCD p se te tout de e u  e tai  o e de li itatio s. L’esti atio  de la 

digestibilité des protéines, généralement basée sur le coefficient de digestibilité fécale apparente, 
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est surestimée. Cela tend à atténuer les différences existantes entre les protéines très digestibles 

et celles peu digestibles. À l’inverse, le SCCD étant limité à une valeur de 1,0 (soit 100 % des besoins 

couverts), cela sous-estime la valeur nutritionnelle des protéines de bonne qualité. Enfin, le SCCD 

tend à surestimer la qualité des protéines contenant des facteurs antinutritionnels et ne tient pas 

compte de la iodispo i ilit  de e tai s a ides a i s sus epti les d’ t e e do ag s lo s de la 

t a sfo atio  des ali e ts. C’est pa  e e ple le as de la l si e, ui peut de e i  iologi ue e t 

indisponible à la suite de traitements technologiques. Très récemment, un rapport de la FAO a 

p opos  u e ou elle thode d’ aluatio  des p ot i es ali e tai es : le « Digestible 

Indispensable Amino Acid Score » DIAAS . Cette thode te te d’utilise  les eilleu es 

informations scientifiques actuellement disponibles pour décrire précisément la façon dont chaque 

source de protéine alimentaire peut répondre aux besoins humains. Ainsi, le DIAAS se concentre 

sur la digestibilité de chaque acide aminé, et non sur la digestibilité de la protéine entière. Cette 

digestibilit  est esu e au i eau de l’il o  te i al et o  au i eau oli ue o e le SCCD. 

Cela e d o pte de faço  plus p ise de la ua tit  d’a ides a i s elle e t a so s. 

Co t ai e e t au SCCD, le DIAAS ’est pas normé à une valeur de 1, ce qui permet d’ t e plus 

discriminant pour les protéines de haute qualité. Enfin, le DIAAS vise à déterminer plus précisément 

la l si e iodispo i le. Le appo t de la FAO ote tout de e ue pou  l’heu e, les do es so t 

encore insuffisantes pour une application immédiate du DIAAS. Des recherches, portant 

ota e t su  la digesti ilit  il ale des p ot i es hez les a i au  et l’ho e, de o t t e 

menées. Ainsi, pour encore quelques années, le SCCD restera en pratique la méthode de base pour 

l’ aluatio  de la ualité des protéines alimentaires. 
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2.2. Résultats et discussion 

 Malg  u  s st e de digestio  et d’a so ptio  o ple e et oo do , e t e  et  % 

des p ot i es d’u  gi e ali e tai e happe t au a is e d’a so ptio . De e poi t de ue, 

toutes les protéines ne sont pas équivalentes : leur digestibilité dépend notamment de leur 

structure et de leur richesse en facteurs antinutritionnels. Or, les protéines sont fonctionnellement 

et st u tu elle e t i dispe sa les à l’ho e. Il est do  p i o dial d’ aluer la qualité des 

protéines entrant dans la composition des formulations industrielles. Pour ce faire, la digestibilité 

des 6 préparations protéiques les plus communément utilisées sera dans un premier temps 

évaluée. Cela permettra, à terme, de calculer le score chimique corrigé de digestibilité de chacune 

d’e t e elles. Da s u  se o d te ps, la digestio  de es p pa atio s se a sui ie pa  SDS-PAGE 

(pour les plus gros peptides et les protéines) et par une réaction à la ninhydrine (pour les petits 

peptides et les acides aminés). 

 Composition chimique des isolats protéiques 

 La composition chimique des différents isolats protéiques sélectionnés pour cette étude est 

présentée en Tableau 32. 

Tableau 32 : Composition chimique des différents isolats protéiques 

Origine Eau (%) Lipides (%) Protéines (%) Glucides (%) Minéraux (%) 

Caséines 6,2 ± 0,4 5,9 ± 0,7 83,2 ± 1,1 0,0 ± 0,0 4,7 ± 0,8 

Lait 7,5 ± 0,2 0,8 ± 0,1 74,7 ± 2,8 10,3 ± 0,9 6,7 ± 1,7 

Œuf 5,7 ± 0,3 9,0 ± 0,8 82,8 ± 0,7 0,0 ± 0,0 2,5 ± 0,7 

Pois 7,2 ± 0,2 5,3 ± 0,7 83,6 ± 1,4 0,1 ± 0,8 3,8 ± 0,8 

Protéines sériques 6,6 ± 0,2 5,3 ± 1,1 80,3 ± 2,0 5,3 ± 0,7 2,5 ± 1,1 

Soja 5,5 ± 0,2 4,6 ± 0,8 86,1 ± 0,6 0,8 ± 1,1 3,0 ± 1,2 

 La teneur en protéines des différentes préparations protéiques varie de façon non 

négligeable : alo s ue le o e t at de p ot i es de lait p se te u e te eu  d’e i o   %, 

l’isolat de p ot i es de soja p se te ua t à lui u e te eu  l g e e t sup ieu e à  %. Cette 

diff e e s’e pli ue p i ipale e t pa  u e a iatio  de la te eu  e  glucides. En effet, le 

concentrat de protéines de lait, tout comme celui de protéines sériques, est particulièrement riche 

en lactose, o t ai e e t à l’isolat de as i es et au  p ot i es d’o igi e g tale. La teneur en 

lipides varie aussi selon les préparations : alors que le concentrat de protéines de lait en est 

quasiment exempt (0,8 % , les p ot i es de la s d’œuf e  so t pa ti uli e e t i hes  % . Ces 
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do es de o t ie  sû  t e p ises e  o pte lo s de l’ tude de la digestibilité de ces 

préparations.  

 Evaluation de la qualité des isolats protéiques (SCCD) 

 Actuellement, le score chimique corrigé de la digestibilité (SCCD) est la méthode de 

f e e pou  l’ aluatio  de la ualit  des p ot i es. Elle tie t ota e t o pte de l’i di e 

chimique de la protéine, ainsi que de sa digestibilité. Ainsi, ce score chimique sera calculé pour 

ha u e des p pa atio s p ot i ues tudi es. D’aut e pa t, les t aite e ts the i ues ta t 

connus pour influencer la digestibilité des protéines, la digestibilité des préparations protéiques 

sera aussi étudiée après le traitement thermique « type ». De e, l’i flue e de l’ajout d’u  

mélange enzymatique riche en protéases sur la digestibilité des protéines est étudiée. 

2.2.2.1. Évaluation de la digestibilité des préparations protéiques 

2.2.2.1.1. Protéines natives 

 La digestibilité des préparations protéiques natives a tout d’a o d t  tudi e. Cela 

o espo d au  p ot i es telles u’elles so t et ou es da s les fo ulatio s de t pes 1 et 2. Les 

résultats sont donnés en Figure 101. 

 

*PS : Protéines sériques 

Figure 101 : Comparaison de la digestibilité des préparations protéiques 

 D’ap s la Figure 101, la digestibilité des différentes préparations protéiques est du même 

ordre de grandeur : elle est comprise entre 81 et  % e i o . La poud e de la  d’œuf, a e  u e 

digestibilité de 81,5 %, est significativement moins digestible (P < 0,001) que les autres préparations 
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protéiques. Sa digestibilité est tout de même similaire aux données retrouvées dans la littérature 

et obtenues par des méthodes similaires (Hank et al., 2001 ; Pedersen et Eggum, 1983). Il semblerait 

tout de même que ce type de méthode in vitro tende à sous-estimer la valeur réelle de digestibilité. 

Ai si, la digesti ilit  aie d’œufs uisi s se ait plus p o he de  % D’Mello, .  

 Le concentrat de protéines de lait, qui présente une digestibilité de 87,2 %, est quant à lui 

significativement moins digestible (P < 0,001) que les préparations protéiques issues de caséines, 

de pois, de protéines sériques et de soja. Il est probable que cette différence provienne de sa faible 

teneur en protéines (74,7 %). Ces résultats de digestibilité sont par ailleurs en adéquation avec ceux 

retrouvés in vivo, puis u’ils so t g ale e t p o hes de  % (Rutherfurd et al., 2015 ; 

WHO/FAO/UNU, 2007). D’ap s les sultats o te us, ,  % des p ot i es du o e t at de 

protéines sériques sont digestibles. Ces résultats sont très proches de ceux retrouvés dans la 

littérature (Almeida et al., 2015 ; Hsu et al., 1977). In vivo, il semblerait que la digestibilité des 

concentrats de protéines sériques soit de l’o d e de  % (Rutherfurd et al., 2015). Enfin, la poudre 

de caséinates de calcium présente la digestibilité la plus élevée, avec 90,1 %. Cette valeur est 

légèrement supérieure à celle généralement retrouvée in vitro pour le même type de produit 

(Almeida et al., 2015), mais légèrement inférieure aux valeurs retrouvées in vivo (Rutherfurd et al., 

2015). 

 L’isolat de p ot i es de soja p se te ua t à lui u e digesti ilit  de ,  %. Cette 

digesti ilit  ta t sup ieu e à elle des p ot i es du la  d’œuf et du o e t at de p ot i es de 

lait tudi s, il se le ait u’il e p se te pas de fa teu s a ti ut itio els. Il poss de d’ailleu s 

u e digesti ilit , esu e selo  le e p oto ole, l g e e t sup ieu e à elle d’aut es isolats 

de protéines de soja (Nguyen et al., 2015 ; Tan et al., 2014). L’isolat de p ot i es de pois p se te 

une digestibilité de 90,0 %. De la e faço  ue pou  l’isolat de p ot i es de soja, il semblerait 

que ce dernier ne contienne pas de facteurs antinutritionnels. Ces résultats concordent avec la 

digestibilité relevée in vitro (Sánchez-Vioque et al., 1999) et in vivo (Rutherfurd et al., 2015) par 

d’aut es tudes.  

  D’ap s es p e ie s sultats, les poud es, o e t ats et isolats p ot i ues tudi s 

présentent une digestibilité très proche de celle retrouvée dans la littérature pour le même type 

de produit. Certains présentent même des valeurs de digestibilité supérieures à celles 

g ale e t ises e  ide e pa  d’aut es auteu s poud e de as i ate de al iu , isolat de 

protéines de soja). Les isolats de protéines de soja et de pois présentent par ailleurs une excellente 

digesti ilit , sig e d’u e quasi-absence de facteurs antinutritionnels. Cela suggère que les produits 
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industriels utilisés sont de bonne qualité et permettent une digestibilité optimale. Globalement, la 

poud e de la  d’œuf et la poud e de p otéines de lait sont tout de même significativement moins 

digestibles que les autres préparations. 

2.2.2.1.2. Protéines traitées thermiquement 

 La digestibilité des protéines est largement influencée par leur structure et leur 

conformation. Les traitements thermiques, en modifiant ces deux paramètres, tendent donc à 

influencer leur digestibilité. Il semblerait par exemple que les traitements thermiques entrainent 

u  ale tisse e t sig ifi atif du t a sit des p ot i es laiti es. Cela s’e pli ue ait pa  u e fe et  

plus i po ta te du oagulu  da s l’esto a . Mais is-à- is de l’h d ol se e z ati ue et ap s 

traitement thermique, les deux grands types de protéines laitières (caséines et protéines sériques) 

présentent un comportement opposé. Les protéines sériques so t plus se si les à l’h d ol se 

enzymatique gastrique après traitement thermique. En effet, ces protéines globulaires, dont la 

structure native compacte les rend particulièrement résistantes aux activités protéolytiques, 

présentent une ouverture de leur st u tu e t idi e sio elle ui pe et l’aug e tatio  de 

l’a essi ilit  des sites de oupu es au  e z es digesti es. À l’i e se, des tudes in vitro 

montrent que les caséines voient leur résistance à la digestion accrue par le traitement thermique. 

Cette sista e s’e pli ue ait pa  la fo atio  d’ag gats p ot i ues the o-induits entre les 

micelles de caséine et les protéines sériques, ces derniers formant une couche protectrice à la 

surface des micelles (Barbe et al., 2015). 

 Les protéines globulaires des légumineuses tendent à se comporter comme les protéines 

laitières solubles : les traitements thermiques, en détruisant les facteurs antinutritionnels et en 

aug e ta t l’a essi ilit  des sites de oupu e au  e z es p ot ol ti ues, e t ai e t u e 

augmentation de la digestibilité protéique (Rehman et Shah, 2005). Les traitements thermiques 

présentent par ailleurs aussi u e aug e tatio  de la digesti ilit  de l’o al u i e, la p ot i e 

ajeu e du la  d’œuf (Guérin et al., 2012). C’est pou uoi la digesti ilit  des  p pa atio s 

protéiques a été mesurée après un traitement thermique « type », à savoir un traitement au four 

à micro-ondes durant 1 min 30 s à 750 W. Les données sont présentées en Figure 102 et sont 

comparées à la digestibilité des protéines natives. 

 D’ap s la Figure 102 et après traitement statistique, au u e diff e e sig ifi ati e ’a t  

observée entre la digestibilité de chaque protéine native (témoin) et de son équivalent traité 

thermiquement. Cela s’e pli ue t s e tai e e t pa  la dou eu  et la rapidité du traitement 
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thermique utilisé : ce dernier entraine une température maximale au œu  du p oduit d’e i o  

86 °C, e ui ’est pas suffisa t pou  d le he  l’ou e tu e de la st u tu e t idi e sio elle des 

protéines globulaires dans un temps aussi court de traitement (1 min 30 s). Généralement, les 

traitements thermiques étudiés dans la littérature présentent des températures largement 

sup ieu es. Ai si, d’ap s es sultats, la digestibilité des protéines présentes dans les 

formulations de types 3 et 4 serait identique à celles des formulations de types 1 et 2. 

 

Figure 102 : Influence du traitement thermique « type » sur la digestibilité des préparations protéiques 

2.2.2.1.3. Protéines traitées thermiquement en présence de lactose 

 Les formulations alimentaires étudiées étant réhydratées dans du lait, des composés de 

Maillard pourraient être formés par réaction entre le groupement carbonyle du lactose et la 

fo tio  a ide d’u  a ide a i . Bie  ue le t aite e t the i ue « type » soit très rapide et peu 

puissant, la formation de produits de réaction de la phase précoce de la réaction de Maillard 

pou ait tout de e t e e isag e. O , l’effet a ti ut itio el des o pos s de Mailla d a 

notamment été mis en évidence chez le rat. Ainsi, la digestibilité des préparations protéiques a été 

étudiée en présence de la concentration en lactose du lait, après le traitement thermique de 

référence. La Figure 103 présente les sultats de et essai, o pa s à eu  o te us e  l’a se e 

de lactose. 

 D’ap s les sultats issus de la Figure 103 et leur traitement statistique, aucune différence 

sig ifi ati e ’est o se a le e t e le t aite e t the i ue effe tu  e  p se e de la tose et elui 

effectué sans. Ainsi, même si le traitement thermique de référence entraine la formation de 

composés de Maillard en présence de lactose, ces derniers n’i flue e t pas gati e e t la 

digestibilité des 6 préparations protéiques étudiées. Cela atteste que les protéines présentes dans 
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les formulations de types 3 et 4 présentent une digestibilité identique à celles présentes dans les 

formulations de types 1 et 2. 

 

Figure 103 : Influence de la présence de lactose pendant un traitement thermique sur la digestibilité des 

préparations protéiques 

2.2.2.1.4. Protéines traitées thermiquement en présence de bromélaïne 

 La o laï e est u  e t ait ut d’a a as ui o tie t de multiples enzymes glycosylées. 

Elle o tie t aussi d’aut es l e ts tels ue des phosphatases, des glycosidases, des peroxydases, 

des cellulases, des glycoprotéines, des ribonucléases ou encore des glucides. Cet extrait est isolé 

de la tige de l’a a as EC 3.4.22.32  ou de so  f uit EC . . . . L’e t ait isol  de la tige p se te 

u  la ge spe t e d’a ti it  : son pH optimal est compris entre 5,5 et 8 et il clive préférentiellement 

les liaisons peptidi ues i pli ua t des sidus de gl i e, d’ala i e ou de leu i e. Cette bromélaïne 

est généralement dénaturée à des températures proches de la température de pasteurisation. Elle 

est o stitu e d’u e seule haîne polypeptidique contenant entre 211 et 212 acides aminés et 

présentant une masse molaire de 22,8 kDa, ai si ue d’u e haîne osidique donnant une masse 

molaire globale à la bromélaïne issue de la tige de 23,8 kDa (de Lencastre Novaes et al., 2016). 

D’ap s e tai es tudes, la o laï e présenterait un large éventail de bienfaits thérapeutiques 

parmi lesquels l’inhibition de l’agrégation plaquettaire, une activité anti-inflammatoire ou encore 

la modulation de la réponse immunologique (Begum et al., 2015). D’ap s e tai es tudes, la 

bromélaïne faciliterait aussi la digestion et contribuerait au confort digestif (Grabovac et 

Bernkop-Schnürch, 2006 ; Hale, 2004 ; Hale et al., 2005 ; Malamud et Wilson, 2000). Elle est ainsi 

largement utilisée dans bon nombre de compléments alimentaires, et pourrait s’a e  
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particulièrement utile dans les formulations industrielles hyperprotéinées. Cette dernière pourrait 

améliorer la digestibilité des protéines, tout en réduisant les éventuels inconforts digestifs. Mais la 

de a de d’all gatio  formulée aup s de l’EFSA a t  efus e pa  a ue de preuves (EFSA, 

2011). À l’i e se, Sa t  Ca ada e o ait la o laï e o e u e e z e digesti e et p o ise 

certaines doses journalières (Santé Canada, 2012). Ai si, l’i flue e de l’ajout de la dose a i ale 

recommandée de bromélaïne de tige sur la digestibilité des protéines a été étudiée (Figure 104).  

 

Figure 104 : I flue e de l’ajout de o laï e su  la digesti ilit  des isolats p ot i ues 

 D’ap s la Figure 104, au u e diff e e sig ifi ati e ’est o se a le e t e la digesti ilit  

des protéines seules et des protéines en présence de bromélaine. Ai si, da s les o ditio s de l’essai, 

l’ajout de la quantité maximale de bromélaïne recommandée par Santé Canada (2012) ne permet 

pas d’a lio e  sig ifi ati e e t la digesti ilit  des p ot i es tudi es. La pa t de p ot ines non 

digestibles, résistante aux enzymes gastro-intestinales, est donc certainement aussi résistante à 

l’a tio  de la o laï e. Le e ou s à u  tel adju a t da s os p oduits i hes e  p ot i es pa ait 

donc peu utile. 

2.2.2.2. Calcul du SCCD des préparations protéiques 

 D’ap s les sultats d taill s da s le pa ag aphe p de t, la digesti ilit  des p ot i es 

tudi es ’est significativement modifiée ni par un traitement thermique « type » e  l’a se e ou 

e  p se e de la tose  i pa  l’ajout de o laï e. Le al ul du score chimique corrigé de 

digestibilité ne sera donc mené que pour les protéines natives. Dans un premier temps, la 

composition en acides aminés des différentes préparations protéiques est donnée dans le Tableau 

33. 
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Tableau 33 : Aminogramme des différentes préparations protéiques (exprimé en mg.g-1 de protéines) 

 Caséines Lait Œuf Pois PS Soja 

Ala 28 28 50 43 47 35 

Arg 34 34 46 87 27 66 

Asp 66 63 82 115 108 103 

Cys* 3 6 22 10 23 26 

Glu 210 178 105 168 173 165 

Gly 17 16 28 41 18 34 

His* 28 25 19 25 20 27 

Ile* 49 44 43 45 55 34 

Leu* 90 78 68 84 119 75 

Lys* 74 69 51 72 97 54 

Met* 27 25 30 11 21 13 

Phe* 49 41 47 55 38 39 

Pro 105 83 31 45 49 44 

Ser 51 49 55 53 45 45 

Thr* 39 38 36 39 49 29 

Trp* 13 6 13 10 22 15 

Tyr* 53 46 32 38 33 31 

Val* 64 53 56 50 54 41 

* Acides aminés essentiels 

 D’ap s le Tableau 33, la poudre de caséinate de calcium et le concentrat de protéines 

sériques so t o pos s u i ue e t d’a ides a i s p ot i og es. L’isolat de p ot i es de pois 

présente quant à lui une teneur de 99,1 %, contre 88,2 % pour le concentrat de protéines de lait, 

,  % pou  l’isolat de p ot i es de soja et seule e t ,  % pou  la poud e de la  d’œufs. La 

teneur absolue en acides aminés essentiels est elle aussi plus importante pour le concentrat de 

protéines sériques (53,1 %) et la poudre de caséines de calcium (48,9 %) que pour les quatre autres 

sou es. Ai si, l’isolat de p ot ines de pois présente une teneur de 43,9 %, contre 43,1 % pour le 

o e t at de p ot i es de lait, ,  % pou  la poud e de la  d’œuf et ,  % pou  l’isolat de 

p ot i es de soja. D’ap s es p e ie s sultats, il pa ait p o a le ue les p ot i es sériques et 

les caséines présentent un indice chimique plus important que les autres préparations protéiques 

étudiées. 

 L’i di e hi i ue des p pa atio s p ot i ues a t  d te i  e  o pa a t la 

composition en acides aminés essentiels des préparations protéiques avec celle de la protéine de 
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référence, donnée par la FAO en 2013 pour un adulte. Les résultats sont présentés dans le Tableau 

34. 

 D’ap s le Tableau 34, les préparatio s à ase de as i es, d’œuf, de p ot i es sériques et 

de soja ne présentent aucun acide aminé limitant : elles possèdent toutes des teneurs en acides 

aminés essentiels au moins supérieures à celles données par la FAO (2013). À l’i e se, la 

préparation à base de pois présente une teneur en acides aminés essentiels (AAE) inférieure à celle 

de la protéine de référence : sa teneur en cystéine et méthionine est limitante. Il en est de même 

pour le concentrat de protéines de lait, dont la teneur en tryptophane est limitante. 

Tableau 34 : Indice chimique des préparations protéiques 

AAE 
Teneur en AAE de la 

protéine de référence 
(mg.g-1 de protéines) 

Indice chimique 

Caséines Lait Œuf Pois PS Soja 

His 16 1,75 1,56 1,19 1,56 1,25 1,69 

Ile 30 1,63 1,47 1,43 1,50 1,83 1,13 

Leu 61 1,48 1,28 1,11 1,38 1,95 1,23 

Lys 48 1,54 1,44 1,06 1,50 2,02 1,13 

Cys + Met 23 1,30 1,35 2,26 0,91 1,91 1,70 

Phe + Tyr 41 2,49 2,12 1,93 2,27 1,73 1,71 

Thr 25 1,56 1,52 1,44 1,56 1,96 1,16 

Trp 6,6 1,97 0,91 1,97 1,52 3,33 2,27 

Val 40 1,60 1,33 1,40 1,25 1,35 1,03 

 L’i di e hi i ue, po d  pa  la digesti ilit  des p ot i es, pe et l’o te tio  du s o e 

chimique corrigé de la digestibilité. Ces résultats figurent dans le Tableau 35. 

Tableau 35 : Score chimique corrigé de la digestibilité des préparations protéiques 

 Indice chimique Digestibilité SCCD SCCD tronqué 

Caséines 1,30 0,901 1,17 1,00 

Lait 0,91 0,872 0,79 0,79 

Œuf 1,06 0,815 0,86 0,86 

Pois 0,91 0,900 0,82 0,82 

PS 1,25 0,898 1,12 1,00 

Soja 1,03 0,891 0,92 0,92 

 D’ap s le Tableau 35, le SCCD tronqué des différentes préparations protéiques est compris 

entre 0,79 et 1,00. La poudre de caséinate de calcium et le concentrat de protéines sériques 

présentent quant à eux un SCCD idéal, supérieur à 1 pour la valeur non tronquée. Ces données sont 

en accord avec celles de la littérature : les protéines sériques et les caséines sont connues pour être 
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des protéines de bonne qualité. Elles présentent une bonne digestibilité, une bonne biodisponibilité 

ai si u’u e te eu  e  a ides a i s esse tiels ou a t les esoi s hu ai s. Elles poss de t ai si 

des valeurs de SCCD et de DIAAS supérieures à la plupart des autres protéines (McGregor et Poppitt, 

2013). Étonnamment, le concentrat de protéines de lait présente quant à lui la valeur de SCCD la 

plus basse. Cela s’e pli ue p i ipalement par des teneurs en acides aminés protéoinogènes et en 

acides aminés essentiels plus basses que la préparation de caséines et de protéines sériques : la 

teneur en tryptophane est ainsi en deçà de la teneur de la protéine de référence. Cette teneur fait 

ainsi chuter le score de SCCD du concentrat de protéines de lait.  

 La poud e de la  d’œuf p se te elle aussi u e aleu  de SCCD elati e e t asse 

comparée aux résultats habituellement retrouvés. Du fait de sa composition en acides aminés 

essentiels et de sa t s o e digesti ilit , l’œuf est t aditio elle e t utilis  o e sta da d de 

comparaison pour la mesure de la qualité protéique. Son SCCD est généralement comparable à 

celui du lait avec des valeurs supérieures à 1 (Layman et Rodriguez, 2009). Dans notre cas, la valeur 

de la digesti ilit  de la poud e de la  d’œuf est pa ti uli e e t faible : ela pou ait s’e pli ue  

par sa teneur limitée en acides aminés protéinogènes : la lysine, acide aminé limitant, est à peine 

présente en excès (1,06). De plus, la teneur élevée en lipides pourrait expliquer sa faible 

digestibilité. 

 Le SCCD de l’isolat des protéines de soja présente une valeur de 0,92. Dans la littérature, 

les valeurs sont généralement comprises entre 0,92 et 1. En effet, alors que la plupart des protéines 

g tales p se te t des aleu s de SCCD plus fai les ue elles d’o igi e a i ale, les protéines de 

soja so t g ale e t d’u e ualit  si ilai e (Hughes et al., 2011).  Contrairement aux protéines 

de soja, les protéines de pois présentent des valeurs de SCCD relativement basses, plus proches des 

aleu s g ale e t o se es pou  les p ot i es g tales. L’isolat de p ot i es de pois tudi  

présente tout de même une qualité supérieure aux concentrats de protéines de pois généralement 

étudiés dans la littérature (Hughes et al., 2011). 

 En conclusion, la poud e de as i ate de al iu , l’isolat de p ot i es sériques et l’isolat de 

protéines de soja présentent une digestibilité et u e ualit  glo ale opti ales. À l’i e se, la poud e 

de la  d’œuf et la poud e de lait p se te t u e oi s o e digesti ilit  et do  u e oi s o e 

qualité globale. 
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 Suivi de la digestion des isolats protéiques 

 Pou  o pl te  l’ aluatio  de la ualit  des p pa atio s p ot i ues, leu  digestio  a t  

réalisée selon un consensus international récent (Minekus et al., 2014). Les protéines ont subi 

120 min de digestion gastrique et 120 min supplémentaires de digestion intestinale. Des 

prélèvements réguliers ont été réalisés à 0, 30, 60, 120 et 240 min et analysés par SDS-PAGE (Figure 

105) et par une réaction à la ninhydrine (Figure 106). Respectivement, ces deux analyses 

pe ette t de sui e l’h d ol se des p ot i es e  peptides d’u e taille sup ieu e à  kDa, et de 

sui e l’h d ol se des protéines et des peptides en acides aminés. 

 

Figure 105 : Électrophorégramme SDS-PAGE des préparations protéiques 

A : caséine, B : lait, C : œuf, D : pois, E : protéines sériques et F : soja 
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D’ap s la Figure 105 (a), la caséine native présente des bandes intenses aux alentours de 

30 kDa. Ces dernières correspondent aux principales fractions de la caséine : αS1, αS2, β et . Elle 

présente aussi des bandes à des masses molaires plus basses (environ 12 kDa) qui correspondent 

certainement à des fragments déjà hydrolysés. Au cours des 120 min de digestion gastrique, les 

f a tio s as i i ues d’u e taille i itiale d’e i o   kDa dispa aisse t au p ofit de bandes ayant 

une masse molaire comprise entre 5 et 15 kDa. À la fin de la digestion intestinale, ces bandes ne 

sont plus visibles : l’h d ol se de la as i e est totale. Les a des des asses olai es o p ises 

entre 20 et 50 kDa sont observables sur tous les électrophorégrammes et correspondent en réalité 

à la signature de la pancréatine (Lang et al., 2015). Les résultats de la réaction à la ninhydrine sont 

en accord avec ceux obtenus par SDS-PAGE : durant la digestion gastrique, les protéines sont 

p i ipale e t h d ol s es e  g os peptides peu d’a ides a i s agisse t do  a e  la 

ninhydrine), alors que la digestion intestinale permet au o t ai e la li atio  d’u e g a de 

ua tit  d’a ides a i s. 

 

Figure 106 : Suivi de la libération des acides aminés des préparations protéiques durant la digestion gastrique 

et intestinale 

 D’ap s la Figure 105 (e), les protéines sériques natives présentent deux bandes intenses 

entre 10 et 20 kDa. Celles-ci correspondent aux deux principales protéines sériques du lait : 

l’α-la tal u i e α-LA  et la β-la toglo uli e β-LG). Des bandes sont aussi observables à des 

masses molaires plus importantes (entre 20 et 80 kDa) : elles correspondent aux immunoglobulines 

et à la sérumalbumine. Lors de la digestio  gast i ue, l’α-lactalbumine est complètement 

0

5

10

15

20

25

30

35

40

0 30 60 120 180 240

Eq
u

iv
al

en
t 

le
u

ci
n

e 
(m

m
o

l.l
-1

)

Temps (min)

Caséine

Lait

Oeuf

Pois

PS

Soja



Séle tio  d’u e sou e de p otéi e adaptée au  p oduits 

256 

h d ol s e et des f ag e ts d’u e asse olai e d’e i o   kDa so t o se a les. À l’i e se, la 

β-la toglo uli e ’est pas h d ol s e : la bande correspondante présente une coloration aussi 

i te se à l’ tat atif u’ap s  i  de digestio  gast i ue. Cette p ot i e glo ulai e p se te 

en réalité une structure trop compacte pour subir une hydrolyse enzymatique par la pepsine (Guo 

et al., 1995). Mais son hydrolyse est totale après 120 min de digestion intestinale : seules quelques 

bandes très claires persistent entre 8 et 15 kDa. Là encore, ces observations se corrèlent avec les 

données obtenues par la réaction à la ninhydrine (Figure 106). Durant la digestion intestinale, une 

ultitude d’a ides a i s so t li s. 

 Le o e t at de p ot i es de lait est o pos , à l’ tat atif, de as i es et ses f a tions 

α, β et , ai si ue d’α-la tal u i e et de β-lactoglobuline (Figure 105 . L’h d ol se de es 

fractions évolue de la même façon que précédemment : durant la digestion gastrique, les caséines 

α, β et  et l’α-lactalbumine sont rapidement hydrolysées e  peptides d’u e taille p o he de  kDa. 

La β-lactoglobuline ne subit quant à elle quasiment aucune hydrolyse durant cette phase. La 

digestion intesti ale pe et e suite l’o te tio  d’u  la ge de peptides de t s petites tailles et 

d’a ides a i s. Ces sultats so t d’ailleu s o l s à eu  o te us e  Figure 106. 

 D’ap s la Figure 105 , la poud e de la  d’œuf est o pos e, à l’ tat atif, de uat e 

p i ipales f a tio s. L’o al u i e OV  est la p i ipale p ot i e du la  d’œuf et présente une 

la ge a de à e i o   kDa. Elle est o ue pou  t e pa ti uli e e t sista te à l’a tio  de la 

pepsine (Jiménez-Saiz et al., 2012) et so  h d ol se e t ai e la li atio  d’u  f ag e t d’e i o  

 kDa et d’u  se o d d’u e asse olai e i f ieure à 10 kDa, observables durant la digestion 

i testi ale. Le l soz e LYS  poss de u e asse olai e à l’ tat atif d’e i o   kDa. Il est lui 

aussi pa ti uli e e t sista t à l’a tio  de la pepsi e, et so  h d ol se gast i ue est do  t s 

limitée. Elle est à l’i e se o pl te ap s la digestio  i testi ale. L’o o u oïde OM  est à 

l’i e se t s se si le à l’a tio  de la pepsi e : son h d ol se est d’ailleu s uasi e t totale après 

digestio  gast i ue. Cela e t ai e la fo atio  de peptides d’e i on 18 et 13 kDa (Jiménez-Saiz et 

al., 2011). E fi , l’o ot a sfe i e OVT  est h d ol s e t s le te e t, ue e soit du a t la 

digestion gastrique ou intestinale. Contrairement à ce qui pouvait être attendu au regard des 

résultats de la SDS-PAGE, les valeurs obtenues par réaction à la ninhydrine (Figure 106) sont 

particulièrement élevées. Elles sont similaires à celles des protéines sériques et des caséines, quand 

bien même ces dernières sont entièrement hydrolysées en fin de digestion intestinale. 

 D’ap s la Figure 105 d , l’ le t opho g a e de l’isolat de p ot i es de pois p se te 

une multitude de bandes comprises entre 10 et 15 kDa. Les bandes comprises entre 20 - 25 et 
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38 - 43 kDa correspondent respectivement aux sous-unités basiques et acides de la globuline 11S 

(Shewry et al., 2003). La viciline (VL) et la conviciline (CVL) présentent respectivement une masse 

molaire de 48 et 63 kDa. Les bandes inférieures à 20 kDa représentent quant à elles un mélange de 

pol peptides d’al u i e et de -viciline ( -VL). Toutes ces fractions sont très rapidement 

hydrolysées par la pepsine durant la digestion gastrique : e  sulte t des peptides d’u e taille 

comprise entre 3,5 et 10 kDa. Suite à la digestion intestinale, ces petites fractions disparaissent. 

Ainsi, la totalité des protéines de pois semblent hydrolysées après leur passage gastro-intestinal. 

Ces données sont parfaitement en accord avec celles obtenues par le dosage à la ninhydrine : 

durant la digestion gastrique, la teneur en acides aminés et en petits peptides augmente 

progressivement et atteint son maximum durant la digestion intestinale (Figure 106). Les protéines 

de pois p se te t pa  ailleu s les aleu s d’ ui ale t leu i e les plus le es. 

 Enfin, la Figure 105 f  p se te l’ le t opho g a e de l’isolat de p ot i es de soja. Les 

f a tio s α, α’ et β o espo de t au  sous-unités de la β-conglycinine (globuline 7S), tandis que 

les fractions A et B correspondent aux sous-unités de la glycinine (globuline11 S) (Yang et al., 2015). 

À partir de ces sous-unités, la digestion gast i ue pe et l’o te tio  de peptides et de p ot i es 

d’u e taille o p ise e t e ,  et  kDa. Suite à la digestio  i testi ale, es peptides et petites 

p ot i es so t li es pou  do e  ajo itai e e t des a ides a i s et des peptides d’u e taille 

inférieure à 3,5 kDa. Encore une fois, ces résultats sont en corrélation avec ceux obtenus avec le 

réactif à la ninhydrine : la teneur en acides aminés de la préparation présente une augmentation 

intense dès la première heure de la digestion intestinale (Figure 106). 

 En conclusion, l’ tude de la digestio  des diff e tes p pa atio s p ot i ues ous a permis 

de constater que, mis à part les protéines de bla  d’œuf, toutes les p ot i es tudi es taie t 

o e te e t dig es à la fi  de l’i testi  g le. 
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2.3. Conclusion 

 Malg  u  s st e de digestio  et d’a so ptio  o ple e et oo do , e t e  et  % 

des p ot i es d’u  gi e ali e tai e happe t au a is e d’a so ptio . De e poi t de ue, 

toutes les protéines ne sont pas équivalentes : leur digestibilité dépend notamment de leur 

st u tu e, de leu  i hesse e  fa teu s a ti ut itio els ais aussi des t aite e ts u’elles peu e t 

subir. La qualité d’u e p ot i e d pe d aussi de sa o positio  e  a ide a i . G ale e t, les 

p ot i es d’o igi e a i ales lait, œuf, ia de  p se te t u e ualit  sup ieu e à elles d’o igi e 

végétale : leur composition en acides aminés indispensables est particulièrement riche et leur 

digesti ilit  est opti ale du fait d’u e a se e de fa teu s a ti ut itio els. Cepe da t, a e  

l’a lio atio  des te h i ues de s pa atio , les isolats de p ot i es g tales te de t à de e i  

plus digestibles. Mais une grande variabilité demeure toujours entre différents produits industriels 

O , les p ot i es ta t st u tu elle e t et fo tio elle e t i dispe sa les à l’ho e, 

l’ aluatio  de leu  digesti ilit  et de leu  ualit  glo ale pa ait i dispe sa le. 

 La première partie de ce t a ail e p i e tal s’est do  atta h e à alue  la ualit  de 

ha u e des si  p pa atio s p ot i ues les plus utilis es pa  la so i t  fi a ça t e t a ail. Il s’agit 

d’u e poud e de as i ate de al iu , d’u  o e t at de p ot i es de lait, d’u e poudre de blanc 

d’œuf, d’u  isolat de p ot i es de pois, d’u  o e t at de p ot i es sériques et d’u  isolat de 

protéines de soja. Pour cela, la digestibilité a été évaluée selon la méthode du pH-stat, largement 

utilis e da s la litt atu e. D’ap s es p e ie s l e ts, seule la poud e de la  d’œuf p se te 

une digestibilité largement inférieure aux autres préparations. Le traitement thermique de 

f e e, e  l’a se e ou e  p se e de la tose, ’i flue e au u e e t la digesti ilit  des 

préparations. De e, l’ajout de o laï e, u  e t ait ut d’a a as a a t des p op i t s 

d’a lio atio  de la digestio , e odifie e  ie  la digesti ilit  des p ot i es. L’ aluatio  de la 

ualit  d’u e sou e p ot i ue essite e suite le al ul du s o e hi i ue corrigé de la 

digestibilité via la connaissance de sa composition en acides aminés. D’ap s e s o e, le o e t at 

de protéines de lait et la poud e de la  d’œuf p se te t u e ualit  assez dio e. Il e  est 

d’ailleu s de e pou  l’isolat de p otéines de soja. 

 Dans un second temps, la digestion des préparations protéiques a été réalisée selon un 

protocole faisant consensus au niveau mondial (Minekus et al., 2014). Des prélèvements réguliers 

ont été effectués puis analysés par électrophorèse sur gel SDS-PAGE et par réaction à la ninhydrine. 

Ces deu  p oto oles, o pl e tai es, pe ette t de sui e l’h d ol se des p ot i es e  a ides 

a i s. Il a ai si pu t e is e  ide e u’u e pa tie o  gligea le des p ot i es d’œuf ’ tait 
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pas digérée après le passage gastro-intestinal : l’o al u i e et le lysozyme sont particulièrement 

mal hydrolysés. Toutes les autres préparations protéiques présentent par ailleurs une très bonne 

digestion. 

 Ainsi, cette étude nous a permis de mettre en évidence la très bonne digestibilité et la très 

bonne qualité de la poudre de caséinate de calcium et du concentrat de protéines sériques. L’isolat 

de protéines de soja présente lui aussi une très bonne qualité, généralement supérieure à la plupart 

des produits semblables étudiés dans la littérature. Pour un produit d’o igine végétale, l’isolat de 

p ot i es de pois p se te lui aussi u e o e ualit  et u e o e digesti ilit . À l’i e se, la 

poud e de la  d’œuf et le o e t at de p ot i es de lait p se te t tous deux une qualité 

inférieure à la plupart des produits similaires retrouvés dans la littérature. Ainsi, au regard de ces 

résultats, il serait préférable de formuler les produits de types 1, 2, 3 et 4 avec de la poudre de 

caséinate de calcium, du concentrat de protéines sériques ou de l’isolat de p otéines de soja (Figure 

107). 

 

Figure 107 : Bila  de l’ aluatio  de la ualit  et de la digesti ilit  des p pa atio s p ot i ues 
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3. Conclusion du chapitre 

L’o je tif de ette pa tie du p ojet tait de s le tio e  u e sou e d’a ido  et une source 

de protéines particulièrement digestibles de façon à formuler quatre types de produits industriels, 

variant dans leur mode de préparation et de cuisson. Ainsi, des amidons issus de blé, de manioc, de 

maïs, de maïs cireux, de pomme de terre, de riz et de riz cireux ont été étudiés. Parallèlement à 

ela, des p ot i es issues du lait, d’œuf, de soja et de pois o t aussi t  tudi es. 

D’ap s les sultats o te us, les p oduits de t pes 1 et 2, qui ne subissent pas de 

t aite e t the i ue, de aie t t e fo ul s à l’aide d’a ido  de a io  ou de aïs i eu . Ces 

derniers, en plus de présenter une teneur en amidon résistant relativement faible, présentent une 

teneur en amidon rapidement digestible raisonnable. Cela en fait de bons candidats pour les 

produits diététiques étudiés. Concernant les protéines, la digestibilité des différentes sources est 

très similaire : seules les poud es de p ot i es de lait et de la  d’œuf p se te t u e digesti ilit  

signifi ati e e t oi d e ue les uat e aut es sou es. D’u  poi t de ue qualitatif, les poudres 

de caséinate de calcium, de protéines sériques de lait et l’isolat de soja sont supérieures aux autres 

et pourraient donc être privilégiées pour la formulation des produits de type 1 et 2. 

Pour les produits de type 3 et 4, qui subissent respectivement un traitement thermique et 

u  t aite e t the i ue sui i d’u  ef oidisse e t, les différents types d’amidons présentent des 

profils de digestibilité très proches. La sélection pourra donc plutôt être effectuée sur des critères 

de oût ou de fo tio alit . Le t aite e t the i ue ’a a t au u e i flue e su  la digesti ilit  

des protéines, les poudres de caséinate de calcium, de protéines sériques de lait et l’isolat de soja 

présentent, là encore, les meilleures propriétés nutritionnelles. 
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Conclusion générale et perspectives 

 

L’o je tif glo al de e p ojet à is e i dust ielle tait de d eloppe  de ou elles 

formulations alimentaires convenant aux intolérants au lactose et présentant dans le même temps 

des macronutriments (amidon et protéines) plus digestes. Les formulations alimentaires étudiées 

taie t des fo ulatio s s hes h pe p ot i es et h po alo i ues, h d at es à l’aide de lait pa  

le consommateur. Globalement, quatre grands types de produits industriels ont pu être mis en 

évidence : le premier est réhydraté puis consommé, le second est réhydraté, refroidi puis 

consommé, le troisième est réhydraté, traité thermiquement puis consommé et le dernier est 

réhydraté, traité thermiquement, refroidi puis consommé. 

 D eloppe e t d’u e fo ulatio  adapt e au  i tol a ts au la tose 

Da s u  p e ie  te ps, e p ojet s’est atta h  à d eloppe  les uat e p oduits sous u e 

forme convenant à la majorité des intolérants au lactose. Pour cela, une étude bibliographique a 

été réalisée et a permis de mettre en évidence le seuil de tolérance des intolérants au lactose (18 g 

par jour lorsque les apports sont répartis sur la journée), ainsi que les différentes solutions 

envisageables pour ot e p o l ati ue. La solutio  ete ue a t  l’i o po atio  d’u e 

β-galactosidase à la formulation industrielle sèche de façon à ce qu’elle h d ol se le lactose une 

fois le produit réhydraté par le consommateur.  

Une grande partie du lactose contenu dans le premier type de produit industriel peut être 

h d ol s  du a t la digestio  gast i ue pa  u e β-galactosidase issue de la souche Aspergillus 

Oryzae. Cela pe et l’o te tio  d’u  p oduit adapt  au  i tol a ts au la tose, p se ta t, d’ap s 

des essais in vitro, u e o e t atio  d’e i o  ,  g.l-1. L’additio  d’u e e z e issue de la le u e 

Kluyveromyces lactis pe et ua t à elle l’o te tio  d’u  p oduit de t pe  o e a t à la ajo it  

des intolérants au lactose : l’e z e agit du a t la phase de ef oidisse e t et pe et l’o te tio  

d’u  p oduit a a t u e o e t atio  e  la tose d’e i o  ,  g.l-1. Il est aussi possi le d’attei d e 

des valeurs très faibles si l’ tape de ef oidisse e t est pou sui ie au-delà de 30 min. Cette enzyme 

présente également une excellente activité durant la digestion intestinale, mais elle est dénaturée 

par la digestion gastrique. 

Les deux enzymes étudiées sont aussi dénaturées par le traitement thermique en four à 

micro-ondes que subissent les produits de type 3 et 4. Elles ne présentent alors plus aucune activité. 
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La p ote tio  de l’u e des deu  e z es a t  essai e, et la plus the osta le a pa  o s ue t 

été privilégiée (enzyme AO). Le mécanisme de chauffage par micro-ondes reposant sur le 

ha ge e t d’o ie tatio  des ol ules dipolai es p i ipale e t l’eau , le d eloppe e t d’u  

e o age e da t l’e z e i solu le a t  p opos . Pou  ela, deu  at i es o t t  d elopp es : 

la première est à base de caséines micellaires et la seconde à base de zéine. Ces deux protéines, 

respectivement issues du lait et du maïs, sont peu solubles, voire insolubles, da s l’eau. La z i e est 

seule e t solu le da s l’ tha ol. Pa all le e t à ela, le p o d  d’e apsulatio  pa  e o age 

en lit fluidisé a été retenu : il est ext apola le à l’ helle i dust ielle et p se te l’a a tage de e 

pas être dénaturant pour les enzymes (basses températures, pas de cisaillement ni de 

d sh d atatio . Les pa ti ules ai si o te ues so t de t pe œu -couronne et présentent un 

diamètre proche du diamètre de la particule non enrobée. Celles obtenues par enrobage avec la 

zéine présentent une meilleure qualité que elles e o es à l’aide de CM : ces dernières 

présentent une agrégation et des a uelu es de su fa e ta dis u’u e pa tie de la at ice a séché 

a a t o ta t a e  la pa ti ule à e o e . Ces sultats so t d’ailleu s o l s à leu  effi a it  

d’e o age : les at i es à ase de z i e p ot ge t plus effi a e e t l’e z e. Elles do e t 

d’ailleu s d’e elle ts sultats. Suite au t aite e t the i ue su i pa  le p oduit, l’e z e 

enrobée conserve la quasi-totalit  de so  a ti it . Elle pe et ai si l’o te tio  de p oduits de t pe 

3 et 4 répondant aux besoins des intolérants au lactose. Ces derniers présentent une teneur 

d’e i o  ,  g.l-1. Les quatre types de produits ont donc pu être obtenus sous une forme 

convenant à la majorité de la population intolérante au lactose. 

Ces premiers travaux engendrent des perspectives intéressantes. Tout d’a o d, le p o d  

d’e o age de l’e z e devra t e e t apol  à l’ helle i dust ielle, et plus pa ti uli e e t su  

l’ uipe e t ue poss de la so i t  fi a ça t e p ojet. Cela pe ett ait la p odu tio  de 

l’e z e e o e e  ua tit  i dust ielle. D’ap s e tai es tudes, l’e t apolatio  li ai e du 

p o d  d’e o age Wü ste  est alisa le su  u e la ge ga e de taille d’ uipe e t. Pou  

ela, la taille de la ha e, le olu e d’ai  de fluidisatio  et la itesse de pul isatio  doi e t 

évoluer proportionnellement. Une étude de vieillissement de l’e z e de a aussi t e e e de 

faço  à ifie  la sta ilit  de so  a ti it  jus u’à la fi  de la DLUO du p oduit. Da s le e te ps, 

l’e z e ta t ajout e e  t s fai le ua tit  da s la solution sèche, il sera opportun de vérifier sa 

bonne répartition en étudiant le mélange des poudres. Aussi, les résultats obtenus in vitro pour 

chacun des quatre produits devront être validés par des tests in vivo hez l’ho e. Pou  ela, u  

large groupe de sujets présentant une importante diversit  d’âge et d’eth i it  de a être recruté 

de façon aléatoire et testé pour sa malabsorption du lactose. Ils devront ensuite subir un test en 
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double aveugle avec une dose physiologique maximale (50 g) ou un placebo, pour sélectionner les 

réels intolérants au lactose. Ces sujets sélectionnés devront ensuite être testés avec une large 

gamme de concentrations en la tose ai si u’un placebo pour déterminer le seuil de tolérance. 

Idéalement, pour simuler la réalité, le lactose devrait aussi être administré durant les repas et les 

symptômes devront être recueillis quotidiennement. Cette pa tie de l’ tude pou ait t e e e 

dans une clinique avec un gastro-e t ologue pa te ai e de l’i dust iel fi a ça t e p ojet. Enfin, 

l’e o age de l’e z e à l’aide de z i e pe etta t u e très bonne protection contre le traitement 

thermique en four à micro-o des, il se a i t essa t de teste  ette at i e su  d’aut es o pos s 

d’i t t the ose si les ita i es, i au … . 

 É aluatio  de la digesti ilit  de diff e tes sou es d’a ido  

Da s u  se o d te ps, le p ojet s’est atta h  à s le tio e  des sou es d’a ido  les plus 

digestibles possibles. Pour ce faire, les caractéristiques physico-chimiques des différentes sources 

à l’ tat atif o t tout d’a o d t  tudi es. Cela a pe is la formulation de certaines hypothèses 

quant à leur digestibilité : l’a ido  de aïs i eu  et de iz i eu , du fait de leu  dia t e, leu  

forme et leur teneur en amylopectine pourrait être significativement plus digestible que les autres 

sources étudiées. L’h poth se a t  pa tielle e t alid e puis ue d’ap s les sultats in vitro 

o te us, l’a ido  de aïs i eu  et de a io  se le t t e les plus digesti les. Ai si, es deu  

amidons semblent être les plus adaptés à la formulation de nos produits hypocaloriques et 

h pe p ot i es, ota e t lo s u’ils e su isse t pas de t aite e t the i ue p oduits de type 

1 et 2). Les caractéristiques thermiques des amidons sélectionnés ont aussi été étudiées : la 

température de gélatinisation a été déterminée par rhéologie et par calorimétrie. Ainsi, le 

traitement thermique de référence (800 W -  i  pe ett ait d’attei d e la te p atu e de fi  

de pic de gélatinisation de tous les amidons étudiés : ces derniers devraient donc présenter une 

meilleure digestibilité. Cette o se atio  ’a pas t  alid e pa  les essais in vitro. L’i flue e du 

traitement thermique sur la digestibilité des amidons est très variable en fonction des sources. Mais 

globalement, après traitement thermique, tous les amidons présentent le même profil. Ainsi, les 

six amidons étudiés pourront être utilisés pour la formulation des produits de type 3. Enfin, le 

ph o e de t og adatio  de l’a ido  a t  tudi  pa  alo i t ie diff e tielle à ala age 

et selon le protocole de digestibilité préc de e t utilis . D’ap s les sultats o te us, le 

ef oidisse e t des p oduits de t pe  ’e t ai e au u e t og adatio  : la teneur en amidon 

résistant est comparable à celle obtenue directement après traitement thermique. Ainsi, pour la 

formulation des p oduits de t pe , les si  sou es d’a ido  pou o t t e utilis es. 
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Cette pa tie du p ojet pou ait t e o pl t e pa  u e tude app ofo die de l’effet du 

traitement thermique en four à micro-o des des suspe sio s d’a ido  su  leu  digesti ilit . 

Plusieurs couples temps-puissa e pou aie t ai si t e s le tio s et l’i flue e de la te eu  e  

eau de la suspe sio  d’a ido  tudi e. Da s le e te ps, l’i di e gl i ue des diff e ts 

échantillons pourrait être évalué in vitro. 

 

 Évaluation de la digestibilité de différentes sources de protéines 

 Ce projet se proposait aussi, dans un dernier temps, de comparer la digestibilité de 

diff e tes p pa atio s p ot i ues i dust ielles e t e elles. L’i flue e du t aite e t the i ue 

de référence (800 W - 2 mi , tout o e l’i flue e de l’ajout de o laï e, a aussi t  tudi . 

D’ap s les sultats o te us, le t aite e t the i ue de f e e e  p se e ou e  l’a se e 

de la tose  et l’ajout de o laï e ’e t ai e t pas d’aug e tatio  sig ifi ati e de la digestibilité 

des protéines : ces dernières présentent un profil identique aux protéines natives. Ainsi, parmi les 

protéines étudiées, les caséines, les protéines sériques, les protéines de pois et de soja présentent 

une digestibilité significativement plus importante que les protéines de lait. Les protéines de lait 

présentent elles-mêmes une digestibilité significativement supérieure aux protéines de blanc 

d’œuf. Ces de i es p se te t d’ailleu s u e digesti ilit  pa ti uli e e t asse ui est o lée 

aux résultats obtenus par électrophorèse. Alors que les autres préparations protéiques sont sous 

fo es de peptides ou d’a ides a i s à la fi  de la digestio  i testi ale, u e pa t des p ot i es de 

la  d’œuf, et ota e t les f a tio s d’o al u i e, de l soz e et d’o ot a sfe i e, se 

p se te t e o e sous leu  fo e ati e. La pa t de p ot i es de la  d’œuf g ale e t o  

digérée (20 %) devra donc être prise en compte lors de la formulation des produits diététiques. Il 

en est d’ailleu s de e pour les autres préparations protéiques qui présentent elles aussi une 

part de protéines non digestibles (généralement aux alentours de 10 %).  

 Dans le même temps, la qualité des protéines sélectionnées a été étudiée. Pour cela, leur 

composition en acides a i s est o pa e à la o positio  d’u e p ot i e « idéale » puis 

po d e pa  leu  digesti ilit  glo ale. D’ap s les sultats o te us, les p ot i es sériques et les 

caséines présentent une qualité optimale : leur composition en acides aminés et leur digestibilité 

permettent de couvrir les besoins recommandées par la FAO. Malgré la digestibilité médiocre des 

p ot i es de la  d’œuf, elles présentent une qualité intermédiaire, tout comme les protéines 

issues du soja. Les protéines de pois et de lait, relativement pauvres en acides aminés essentiels, 

présentent quant à elles une qualité médiocre. Leur utilisation dans les formulations devra donc 
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être li it e, ou se fai e e  pa all le de l’ajout de p ot i es de o e ualit  as i es ou p ot i es 

sériques). 

 Les résultats de cette étude pourraient être validés par une étude de digestibilité iléale vraie 

hez le at. Da s l’id al, out e la d te i atio  de la digesti ilit  de la p ot i e e ti e, ette tude 

permettrait aussi de déterminer la digestibilité de chacun des acides aminés essentiels. À terme, 

ces données permettraient le calcul du « Digestible Indispensable Amino Acid Score ».
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Résumé 

 Actuellement, 70 % de la population mondiale est concernée par la baisse génétiquement 

p og a e de l’a ti it  de la la tase. Pou  es sujets, la o so atio  de la tose peut e t ai e  de 

s es t ou les digestifs. Les p oduits di t ti ues tudi s, h d at s à l’aide de lait pa  le 

consommateur, so t do  pote tielle e t sou e d’i o fo ts. La p e i e pa tie de e p ojet s’est 

pa  o s ue t atta h e à d eloppe  des o e s pe etta t l’o te tio  de p oduits o e a t à la 

majorité de la population intolérante au lactose. Dans le même temps, de plus en plus conscient du lien 

étroit liant alimentation, santé et bien-être, le consommateur tend depuis quelques années à modifier 

ses habitudes alimentaires. Cela se traduit par un intérêt grandissant pour les aliments « santé ». La 

formulation de tels produits se heurte toutefois encore au manque de connaissances quant à la 

biodisponibilité de certains macro- et micronutriments. Ce projet à visée industrielle propose par 

o s ue t d’opti ise  la digesti ilit  de l’a ido  et des p ot i es o te us da s différents produits 

di t ti ues desti s à e pla e  l’i t g alit  de la atio  jou ali e. Pou  e fai e, la digesti ilit  de 

diff e tes sou es d’a ido  l , aïs, aïs i eu , a io , po e de te e, iz et iz i eu  et de 

différentes protéines (caséines, concentrat de protéines de lait, isolat de protéines de pois, poudre de 

la  d’œuf, o e t at de p ot i es s i ues et isolat de protéines de soja) a été étudiée in vitro et 

comparée. 

Mots-clés : Digestibilité, intolérance au lactose, gastro-intestinal, amidon, protéines 

 Currently, 70% of the world population is affected by the genetically programmed decline in 

lactase activity. For these subjects, lactose consumption can cause severe digestive disorders. The 

studied dietetic products, usually rehydrated with milk by the consumer before use, are hence a 

potential source of digestive discomfort. The first part of this project deals therefore with development 

ways in order to obtain suitable products for the majority of lactose intolerant population. Laterraly, 

increasingly aware of the close link between food and health, consumers tend to change their eating 

habits. This is reflected by a growing interest in "healthy" foods. The formulation of these products is 

however still hampered by a lack of knowledge about some macro- and micronutrients bioavailability. 

This industrial project aims to maximize the digestibility of starch and protein contained in dietary 

products replacing the entire daily ration. The digestibility of different starch sources (wheat, corn, waxy 

maize, cassava, potato, waxy rice and rice) and different food proteins (caseins, milk protein 

concentrate, pea protein isolate, egg white powder, whey protein concentrate and soya protein isolate) 

has thus been studied and compared in vitro. 

Keywords: Digestibility, lactose intolerance, gastrointestinal, starch, proteins 
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