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Résumé

Les carences en micronutriments sont un probléme de santé majeur dans les pays en voies
de développement. La majorité des produits enrichis en vitamines et minéraux sont
présentés sous forme de poudre a reconstituer avec de I’eau. Le séchage permet de
stabiliser les nutriments, cependant les conditions climatiques (température et humidité
relative €élévées) rendent nécessaires I’emballage inerte de ces micronutriments. De plus,
la faible qualité microbiologique de I’eau peut créer des problémes de contamination
responsables de maladies alimentaires tel que les salmonelloses. Afin d’optimiser un
programme de fortification basé sur une boisson en poudre enrichie en micronutriments.
trois axes de recherches ont été explorés : 1- L’évaluation du pouvoir antibactérien des
acides organiques présents dans la boisson a d’abord été réalisée. L’inhibition de la
croissance des bactéries pathogénes dépend du genre bactérien et de sa concentration
initiale dans I’eau. Un effet bactéricide total a été observé chez Serratia liquefaciens alors
qu’une inhibition partielle de la croissance d’Escherichia coli a été enregistrée dans nos
conditions expérimentales, 2- L’¢étude de la stabilité des vitamines sous des conditions
normales d’entreposage (23°C et 56 % d’humidité relative) et tropicales (45°C et 100 %
d’humidité relative) a été effectuée. Les résultats obtenus confirment la forte sensibilité
de certaines vitamines déja connue (notamment la vitamine C et I’acide folique) et
mettent en évidence I’augmentation de cette sensibilité due aux interactions entre les
micronutriments (notamment I’oxydation de la vitamine C par le fer ionique), et 3-
L’évaluation d’une méthode d’encapsulation a été développée afin de préserver les
micronutriments des interactions avec les autres micronutriments, des conditions
d’entreposage et des conditions rencontrées lors du passage dans le tractus gastro-
intestinal. La stabilité des micronutriments au cours de I’entreposage a grandement été
améliorée grice a la séparation physique des micronutriments mais également grace a la
bonne résistance des billes en présence d’enzymes digestives et face aux conditions de
température, d’humidité relative, d’acidité extrémes.

Les résultats microbiologiques montrent les limites d’efficacité de la boisson et pourrait
ouvrir la porte & une amélioration de la formulation afin d’en améliorer les effets
bactéricides. L’encapsulation des micronutriments a permis de démontrer que les
polymeres utilisés pourraient avoir des applications commerciales afin de préserver le
contenu nutritionnel au cours de ’entreposage et permettent d’envisager de nombreuses
applications pour cette méthode, aussi bien dans le domaine alimentaire que dans le
domaine pharmaceutique.
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Contexte

Les carences en vitamines et en minéraux sont un probléme de santé majeur dans
les pays en voie de développement. L’Organisation mondiale de la santé estime a 228
millions le nombre d’enfants affectés a différents degrés par une carence en vitamine A,
répartis dans plus de 75 pays (Cervinskas et Lofti, 1996). En ce qui concerne les
micronutriments, selon la Fondation internationale de la nutrition et I’initiative pour les
micronutriments (International nutrition foundation and the micronutrient Initiative,
1998), les pays en voie de développement doivent aussi faire face a d’autres carences en

vitamines (C, E et du groupe B) et en minéraux (notamment le fer).

Les mesures pour combattre les carences en micronutriments (vitamines et
minéraux) sont nombreuses. L’éducation nutritionnelle, comme par exemple la
modification des habitudes alimentaires ou la promotion de la culture de plantes riches en
micronutriments, a démontré sont efficacité dans certaines situations (Arroyave, 1987,
Smitasiri, 1991; Attig, Smitasri et Ittikam, 1993). La distribution de suppléments
alimentaires riches en nutriments est un moyen d’intervention efficace a court terme et
lorsque la demande en nutriments est importante (Mahalanabis et Bhan, 2001). Toutefois,
les coilits associés a cette approche sont importants et son efficacité dépend directement de
I’infrastructure médicale en place. La fortification des aliments consiste en I’ajout d’un ou
plusieurs micronutriments, qu’il y soit normalement contenu ou non, dans le but de

prévenir ou de corriger une déficience en nutriments (FAO / WHO, 1994).

Les avantages des programmes de fortification des aliments par rapport aux autres
méthodes sont notables. Ce sont des programmes simples 4 mettre en place et dont les
résultats sont visibles rapidement et durablement (Mannar, 1991; Nestel, 1993). Ils
permettent d’augmenter la biodisponibilit¢ des micronutriments et donc de réduire
I’impact des carences. De tels programmes, bien implantés dans les pays développés

(Wiemer, 1995), sont particuliérement adaptés aux pays en voie de développement car ils



ne requiérent pas de participation de la part des populations et leurs coiits sont

relativement faibles (De Oliveiri et al, 1996; Nadiger et al, 1980).

Les performances de tels programmes peuvent cependant étre améliorées,
notamment en identifiant et en limitant les effets des conditions climatiques. La majorité
des pays en voie de développement sont situés dans des zones tropicales (chaudes et
humides) et ces pays ne possédent pas ou peu d’équipement de réfrigération. Le
paramétre le plus important & prendre en compte est donc la stabilité des micronutriments
puisque les vitamines sont bien connues pour étre des molécules peu stables et pouvant

étre sévérement dégradées dans certaines conditions d’entreposage (Harris, 1988).

La majorité des aliments enrichis en micronutriments et destinés aux pays en voie
de développement sont présentés sous forme séche (i. e. le lait en poudre) et doivent étre
reconstitués avec de I’eau avant utilisation. Dans ce contexte, une connaissance précise de
la qualité microbiologique de 1’eau de boisson est d’une grande importance et doit étre
intégrée dans les programmes de fortification pour un plus grand impact. Beaucoup de
pays en voie de développement ne disposent pas de quantité suffisante d’eau potable,
celle-ci étant le plus souvent polluée par des déchets domestiques (Chaudhuri et Sattar,
1990). Le manque d’eau potable et la consommation d’eau contaminée sont responsables
de nombreuses maladies (Ramteke et al, 1992; Augustinos, Venter et Kfir, 1995). Ces
maladies sont dues, le plus souvent, a la présence de micro-organismes (Reiff e al.,

1997).

Une variété d’aliments peut étre utilisé dans les programmes de fortification. Les
plus répandus sont les produits céréaliers, les produits laitiers lyophilisés, les sels et les
boissons en poudre (Bauernfeind et De Ritter, 1991). Avant d’étudier 1’efficacité du
programme de fortification chez les populations cibles, le produit doit étre développé et
optimisé en laboratoire. L’objectif principal du projet était d’optimiser et de caractériser
la formulation d’une boisson a I’orange en poudre enrichi en micronutriments, destinée
aux pays en voie de développement. Les différentes étapes de ce projet avaient pour but

de déterminer I’effet des acides organiques contenus dans la boisson sur des micro-



organismes pathogénes contenus dans 1’eau servant a la reconstitution, d’évaluer I’effet
de la température et de I’humidité relative sur la stabilit¢ des micronutriments contenus
dans la boisson; et de développer une méthode d’encapsulation des micronutriments afin

les protéger.

Dans le présent mémoire, une revue des connaissances dans les domaines
impliqués a été faite, les matériels et méthodes utilisés au cours du projet ont ensuite été
expliqués. Les résultats ont été présentés puis discutés. Enfin, les principales avancées
faites dans ce projet et les pistes éventuelles pour la poursuite du projet ont été résumées

dans la conclusion.



REVUE DE LITTERATURE



1. QUALITE MICROBIOLOGIQUE DE L’EAU DE BOISSON DANS LES

PAYS EN VOIE DE DEVELOPPEMENT

1.1. Définition de I’eau potable

Les directives de qualité pour I’eau de boisson de 1’Organisation mondiale de la
santé (1994) recommandent qu’une eau destinée a la consommation humaine doit étre

conforme aux normes microbiologiques suivantes :

‘‘Bactéries
Aucun échantillon ne doit contenir plus de 10 coliformes pour 100 mL, dont aucun ne

doit étre un coliforme fécal ;

Protozoaires
Aucun échantillon ne doit contenir de protozoaire ;

Virus
Aucun échantillon ne doit contenir de virus’.

Il ne s’agit que de recommandations car les méthodes de détection des
protozoaires et des virus sont compliquées, onéreuses et pas toujours fiables. Les
meilleures méthodes de protections contre la présence des virus (notamment des virus
entériques humains) sont basées sur I’absence d’organismes indicateurs fécaux comme

Escherichia coli (Santé Canada, 1996).

La 16°™ édition des "Standards methods for the examination of water and the
wastewater," (1996) défini le groupe des coliformes comme : ‘‘toute bactérie aérobie ou
anaérobie facultative, en forme de batonnet, asporulée et Gram négative qui fermente le

lactose avec production de gaz en moins de 48 heures a 35°C”’.



1.2. Nature de la pollution microbiologique de I’eau

Les problémes d’eau rencontrés par les pays en voie de développement portent
autant sur la qualité de I’eau que sur la quantité. Actuellement on estime que 80 pays dans
le monde, représentant 40 % de la population, connaissent de sérieuses pénuries d’eau
(référence 1). De plus, I’acceés a I’eau potable n’est pas le méme pour tous. Une large
proportion de la population dans les pays en voie de développement est répartie dans les

zones rurales ou les systémes de traitement de I’eau sont généralement inexistants

(Thurman e al., 1998).
1.2.1. Les sources de pollution

Les deux causes essentielles de la pollution microbiologique de I’eau dans les pays
en voie de développement sont I’utilisation des eaux de surface et les mauvaises
conditions d’entreposage de I’eau lorsqu’elle est potable. En effet, I’absence de traitement
des déchets et des excréments humains et animaux a pour conséquence la pollution des
ressources hydriques telles que les lacs et rivieres (Pandey et al., 1998). D’autre part,
plusieurs études ont démontrées que 1’eau, lorsqu’elle est potable a la sortie des pompes,
apparait progressivement contaminée lors de son transport et de son entreposage (Ahmed,

Hoque et Mahmud, 1998 ; Genthe et al., 1997 et Monjour, 1994).

Bien qu’ils soient moins importants, certains facteurs ont aussi une incidence sur
les concentrations en micro-organismes. Les variations de la turbidité et de la
composition chimique de 1’eau peuvent entrainer un abondant développement des micro-
organismes et la prolifération des algues a également parfois une incidence sur la densité

des micro-organismes présents dans I’eau (Geldreich, 1991).



1.2.2. Les micro-organismes impliqués

La pollution microbiologique de I’eau correspond a la présence de bactéries, de
virus et/ou de protozoaires. Les bactéries le plus souvent impliquées dans le
contamination de l’eau de boisson dans les pays en voie de développement sont
Escherichia coli, Salmonella sp., Shigella sp., Campylobacter sp. et vibrio cholera
(Augustinos, Venter et Kfir, 1995; Shears ef al., 1995). On recense également la présence
de Serratia liquefaciens, mais dans une moindre mesure. Il est trés difficile de quantifier
la contamination bactérienne de I’eau dans les pays en voie de développement puisque de
nombreux facteurs entrent en jeu comme le niveau socioéconomique et les habitudes
d’hygiéne de la population. Anand et Singh (1988) rapportent une contamination
supérieure a 10° coliformes totaux / mL d’eau, lors d’une étude menée en Inde sur de
I’eau puisée. Une autre étude réalisée dans le bassin du Gange (Inde) fait part d’une

contamination de 10 coliformes totaux / mL d’eau (Ramteke ef al. 1992).

Les virus sont également des agents importants de la pollution de I’eau dans les
pays en voie de développement. Leclerc, Schwartzbrod et Dei-Cas, (2002) ont notamment
recensés les virus responsables des hépatites A et E dans les régions tropicales et
subtropicales, les virus entériques Rotavirus et Adénovirus ainsi que les virus de type
Norwalk reconnus comme la source virale principale des maladies liées a I’eau de boisson

dans le monde.

Les Cryptosporidies, Giardia, Ascaris et Amibes sont les protozoaires les plus
fréquemment retrouvés dans I’eau des pays en voie de développement (Jonnalagadda et
Bhat, 1995 ; Thurman et al., 1998). Franco, Rocha-Eberhardt et Cantusio Neto (2002)
rapportent que 10.000 & 100.000 de personnes au Brésil utiliseraient de I’eau contaminée
par Giardia, alors que 10 % de la population mondiale seraient touchés par les Amibes et

33 % seraient infectés par les Ascaris (Subbannayya, Kumari et Sivananda, 1990).



1.3. Pathologies d’origine microbiologique liées a I’eau de boisson

Les maladies infectieuses transmisses par I’eau ont été responsables de 3 millions

de décés en 1995 dans les pays en voie de développement (Morris, 1996).

1.3.1. Bactéries

Famille des Enterobactericeae

Les entérobactéries sont des bacilles Gram négatif. La plupart sont mobiles et

péritriches. Sur le plan respiratoire, ce sont des bactéries aérobies facultatives

Escherichia coli

Bien que Escherichia coli se retrouve parmi la flore intestinale de 1’homme,
plusieurs sérotypes sont pathogénes et sont responsables d’importantes infections
intestinales (Ingram et Wilson, 1990). Escherichia coli est responsable des diarrhées
causées par une entérotoxine thermolabile et / ou thermostable (Sack, 1975). La dose
minimale infectieuse est de I’ordre de 10.000 bactéries (Coffin, 1994). Toutefois, il faut
noter que les personnes ayant un systéme immunitaire affaibli sont beaucoup plus

vulnérables aux infections microbiennes.
Genre Salmonella

Salmonella Typhi est responsable de la fiévre typhoide, une grave infection
débilitante qui s’accompagne d’une bactériémie pouvant aller jusqu’au décés. Cette
bactérie parasite seulement 1’étre humain. La transmission du germe se fait par voie
annale-buccale et |’eau est le vecteur de transmission le plus commun (Couture, 1997). La

dose infectante est assez élevée : elle varie entre 10° et 10° bactéries.



Les autres espéces (notamment Salmonella typhimurium et Salmonella enteritidis) sont
responsables d’entérites présentant les mémes symptomes que celles causées par

Escherichia coli.
Genre Serratia

Les bactéries du genre Serratia peuvent se comporter comme des bactéries
pathogénes opportunistes notamment chez les malades affaiblis ou présentant un déficit
immunitaire (référence 2). Serratia liquefaciens peut causer des complications oculaires
(référence 3). Les infections causées par Serratia marcescence sont plus conséquentes :

cette bactérie est responsable d’une forme grave de pneumonie.

Genre Shigella

Les Shigella sont les agents classiques de la dysenterie. Shigella dysenteriae est
responsable de la forme de dysenterie la plus grave, due 4 une entérotoxine. L’infection
peut étre causée par moins de 200 bacilles (Guerrant et Boback, 1991). Les autres espéces
de Shigella comme Shigella flexneri ou Shigella sonnei ont pour conséquences des

formes moins graves de dysenteries.

Famille des Vibrionaceae

Les épidémies de choléra fréquemment rencontrées dans les pays en voie de
développement sont causées par Vibrio cholerae, groupe sérologique 01 de biotypes
classique et El Tor (Ingram et Wilson, 1990). Les germes, ingérés par le biais de ’eau
souillée, survivent & I’acidité de I’estomac. Les bactéries produisent une endotoxine
appelée toxine choléragene. Le choléra est caractérisé par une diarrhée profuse et des
vomissements. Dans les cas graves, la maladie peut étre mortelle en moins de 24 heures

(Couture, 1997).
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Famille des Campylobacter

Campylobacter jejuni est de loin I’espéce du genre Campylobacter la plus
importante en pathologie humaine. Il est impliqué dans des troubles entériques
provoquant des diarrhées due a une entérotoxine proche de celle retrouvée chez

Escherichia coli ( Megraud et al., 1988).

1.3.2. Virus

Les infections causées par le virus coxsackie sont associés a des pathologies du
cceur et de la circulation sanguine (péricardites et myocardites), & certaines formes de
méningites (dont la méningite aseptique), au rhume, a la conjonctivite hémorragique

aigué et a une forme de paralysie évoquant la poliomyélite (Macler et Merkle, 2000).

Les rotavirus et les adénovirus sont des virus entériques. Ils sont responsables de
diarrhées chez les enfants, pouvant aller jusqu’au décés dans les cas extrémes. Chez les
adultes, les symptomes sont moins séveres et parfois méme, les infections sont

asymptomatiques (Shaw, 1990).

L’agent de Norwalk est également responsable d’infection entérique. Il est a
’origine de diarrhées non sanglante accompagnées dans certains cas de céphalées et de

nausées (référence 2).

L’infection par le virus de I’hépatite A s’accompagne de fiévre, d'une sensation de
malaise, d'anorexie, de nausées et de géne abdominale suivis aprés quelques jours d'un
ictére (jaunissement de la peau); affection bénigne (1-2 semaines) ou gravement
incapacitante (6-9 mois). On note toutefois de rares cas de mortalité. Le virus de
I’hépatite E entraine des symptomes proches de celui de I’hépatite A. Les symptédmes
comprennent l'ictére, I'anorexie, des douleurs et une sensibilité abdominales, des nausées,

des vomissements et de la fievre. Le taux de létalité de I'hépatite E peut atteindre 1 %.
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1.3.3. Protozoaires

Les Cryptosporidies (Cryptosporidium parvum) causent une diarrhée aqueuse
profuse, des crampes, des douleurs abdominales, une perte de poids, anorexie, flatulences
et un malaise et, dans certains cas, des nausées, des vomissements, de la fiévre et des
myalgies. Les symptomes sont spontanément curables chez les sujets immunocompétents,
mais peuvent persister durant de longues périodes et croitre en intensité chez les sujets

immunodéprimés.

L’infection & Giardia (Giardia lamblia) provoque I'apparition subite de diarrhées
nauséabondes, graisseuses mais non glaireuses ou sanglantes, accompagnées de crampes
abdominales. L’infection non invasive dure normalement 1 & 2 semaines contrairement

aux infections chroniques peuvent durer des mois.

Les infections a Ascaris sont des infections helminthiques. Elles se caractérisent
par des manifestations pulmonaires et 1'obstruction des canaux biliaires, pancréatiques et

de I'appendice qui peuvent étre fatales.

Enfin, la plupart des infections dues aux Amibes (Entamoeba histolytica) sont
asymptomatiques. Les sujets affaiblis ou immunodéprimés peuvent présenter une brusque
poussée de fiévre, des crampes abdominales sévéres, une diarrhée sanglante. L'infection

eut se compliquer d'une hémorragie grave, d'une péritonite et d'un abcés hépatique.
p pliq gie g p patiq

1.4. Amélioration de la qualité microbiologique de I’eau de boisson

Les méthodes efficaces de traitements de I’eau et bien établies dans les pays
industrialisés sont rarement applicables aux pays en voie de développement notamment a
cause du manque de financement et d’infrastructures. Différents programmes ont été
implantés afin d’améliorer la qualité de I’eau des pays pauvres. Parmis ces projets ont

retrouve I’éducation de la population, le génie sanitaire et les méthodes de désinfections.
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L’instauration de programme d’éducation de la population invitant par exemple
les habitants a conserver une distance sécuritaire entre les lieux d’entreposage des déchets
et les sources d’eau potable donne encore des résultats treés aléatoires (Tchounwou et al.,
1997). D’autre part, le développement de la technologie et du génie sanitaire a permis
I’amélioration des infrastructures tels que les pompes hydrauliques évitant ainsi la
consommation des eaux de surfaces (référence 4). Bien que les pompes augmentent la
quantité d’eau potable disponible, la qualité microbiologique de I’eau se dégrade toujours

lors de son transport et de son entreposage.

C’est dans la perspective de préserver la qualit¢ de 1’eau potable que de
nombreuses méthodes de désinfections de I’eau entreposée ont été mises au point. La
filtration mécanique, bien connue des voyageurs, est onéreuse et peu fiable (Monjour ef
al., 1990). La désinfection de I’eau par les rayons ultraviolets solaires dépend trop des
conditions climatiques (De Lorenzi, Volta et Monjour, 1989). Certaines communautés ont
recours a I’ébullition de I’eau avant son utilisation. Toutefois, il faut compter 1 kg de bois
pour obtenir un litre d’eau potable (Monjour, 1998). La décontamination chimique, et
principalement la chlorination, est une méthode peu coiiteuse et bien implantée dans les
pays en voie de développement. Cependant, I’efficacité antibactérienne du chlore diminue
dans une eau riche en matiéres organiques en suspension (Chaudhuri et Sattar, 1990).
Finalement, il est bien connu que la présence d’acides organiques contribuait a I’inhibition
de certaines bactéries (Dickson et Anderson, 1992 ; Ouattara et al., 1997 et Mahrour ef al.,
1998a et 1998b). Les acides organiques sont naturellement présents dans les fruits, on les
retrouve notamment en grande quantité dans les agrumes (i. e. I’acide citrique et I’acide

ascorbique).
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2. LES MICRONUTRIMENTS

Les micronutriments sont des molécules sans valeur énergétique propre. Elles sont
requises en quantité minime (quelques microgrammes a 60 mg / jour) mais elles sont
indispensables a la croissance, au maintien et & la reproduction de I’organisme. Elles ne
sont géné€ralement pas synthétisées par lui et doivent donc étre apportées de fagon
exogene. On distingue deux types de micronutriments : les vitamines qui sont des
molécules organiques et les minéraux, d’origine inorganique (référence 5). C’est par la
négative que les micronutriments ont été découverts, c’est-a-dire par le biais de maladie
résultant de leur absence dans le régime alimentaire. Depuis des siécles, la valeur des
aliments est reconnue et utilisée dans la prévention et le traitement de certaines maladies.
La cécité nocturne, symptome d’une carence en vitamine A, était connue des grecs et déja
Hippocrate soignait cette maladie avec du foie de beeuf cru. (Scheider, 1985). Dans les
paragraphes suivants, le role physiologique, les besoins nutritionnels, la pathologie des

carences et la stabilité des micronutriments seront décrits.

2.1. Rdles physiologiques des micronutriments

La vitamine A

La vitamine A (rétinol) est une vitamine liposoluble dont les précurseurs sont les
caroténoides. La provitamine A (B-caroténe) est le caroténoide le mieux connu.
Précurseur de la vitamine A, il ne développe son activité qu’aprés avoir été transformé en
rétinol dans I’organisme. La vitamine A joue quatre rles essentiels dans 1’organisme.
Elle facilite la vision en entrant dans la composition des batonnets responsables de la
vision. Elle est essentielle au maintien et au renouvellement des cellules épithéliales. Elle
influence également la taille et la forme des os. Enfin, elle favorise le fonctionnement
normal du systéme reproducteur (Scheider, 1985). Environ 10 a4 50 % de la vitamine A
contenu dans I’alimentation est absorbée par I’organisme au niveau du tractus gastro-
intestinal. Des études récentes suggérent que la vitamine A améliore ’absorption du fer

non hémique par I’organisme (Garcia-Casal et al., 1998).
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Les vitamines du groupe B

Les vitamines du groupe B assurent le fonctionnement de plusieurs enzymes dans
I’organisme. Ce sont des vitamines hydrosolubles. La vitamine B, (riboflavine) joue un
role plus particulier dans les réactions d’oxydoréduction. Les vitamines contenues dans
les aliments sont relarguées dans 1’estomac par acidification et absorbées au niveau de
I’intestin gréle par transport actif impliquant les sels biliaires. Les excés de vitamine B,
sont excrétés dans l’urine. La vitamine Bg (pyridoxine) est un élément essentiel a la
synthése de ’héme et de la sérotonine. Enfin, la vitamine B;, (cyanocobalamine) est
impliquée, a différents niveaux, dans le processus de division cellulaire (Scheider, 1985).
L’absorption de cette vitamine & lieu au niveau de I’intestin gréle ; elle est ensuite

redistribuée vers toutes les cellules via la circulation sanguine.

La vitamine C

La vitamine C (acide ascorbique) est un acide organique hydrosoluble. Elle
participe également a la synthése du collagene (protéine importante des tissus conjonctifs,
des os, des dents et de la peau). La vitamine C est un fort promoteur de ’absorption du fer

non hémique contenu dans les aliments (Halleberg, Brune et Rossander, 1986).
L’acide folique
L’acide folique est également une vitamine hydrosoluble. Elle participe au

métabolisme des acides aminés et a la synthése des acides nucléiques. C’est un élément

essentiel a la croissance et au bon fonctionnement du systéme nerveux (Scheider, 1985).
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La niacine

La niacine est essentielle & Iutilisation de 1’énergie métabolique fournie par les
tissus, elle est donc indispensable a la croissance. Elle est hydrosoluble et joue un réle
dans la synthése des hormones. La niacine est trés rapidement absorbée par I’organisme

(au niveau de I’intestin gréle) (Scheider, 1985).

La vitamine E

Le terme vitamine E désigne & la fois les tocophérols et les tocotriénols. Cette
vitamine liposoluble est I’un des plus puissants piégeurs de radicaux libres connus. C’est
également un protecteur vasculaire, un antivieillissement et un stimulant de I’immunité
(référence 6). L’action protectrice antioxydante de la vitamine E est améliorée en
présence de vitamine C et de provitamine A (béta caroténe). L’organisme n’absorbe en

moyenne que 20 a 40 % de la vitamine E consommée le reste est excrété dans les feces.

Le fer

Le fer est un minéral indispensable a I’activité enzymatique. Il peut faire partie
intégrante des enzymes (le fer hémique) ou bien agir a titre de cofacteur enzymatique (le
fer non hémique). Seul le fer soluble est utilisé par ’organisme. La liaison du fer 4 I’héme
facilite I’absorption du fer dans I’intestin et sa libération dans le foie. L’organisme
absorbe en moyenne 15 % du fer consommé. Les excés sont excrétés dans I’urine, les

féces et la transpiration (Scheider, 1985).
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2.2. Besoins nutritionnels et carences en micronutriments

Les besoins en micronutriments varient d’un individu & I’autre, selon I’4ge, le
sexe, les habitudes alimentaires et 1’état de santé. Les apports journaliers recommandés
(AJR) en micronutriments sont présentés dans le tableau I. Les vitamines hydrosolubles
ne peuvent pas étre stockées dans l’organisme. Il faut donc en consommer
quotidiennement (a I’exception de la vitamine B), qui peut étre stockée dans le foie). Les
vitamines liposolubles peuvent étre emmagasinées dans le foie et les tissus adipeux ; un

apport quotidien n’est donc pas vital (Roche, 2001).

Une alimentation variée permet normalement de combler tous les besoins en
vitamines et minéraux. Une carence en micronutriments est I’absence ou I’insuffisance de
ces éléments, indispensables a 1’organisme. Dans les pays en voie de développement, la
restriction dans la variété ou dans la quantité¢ des aliments ingérés, les problémes
métaboliques et ’augmentation des besoins physiologiques (i. e. croissance, grossesse)
sont les trois facteurs responsables des carences en micronutriments. Les carences graves
en micronutriments sont encore malheureusement trés répandues dans les pays en voie de

développement (Cervinskas et Lofti, 1996).
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Tableau I - Apports journaliers recommandés * en micronutriments (Roche, 2001)

Micronutriments AJR en mg
Vitamine A 1500
Vitamine B, 1.1
Vitamine B, 1,2al,8

Niacine 13
Vitamine By 2
Acide folique 0,165a0,210
Vitamine By, 0.002

Vitamine C 45 a 60

Vitamine D 0.0025

Vitamine E 6
Fer 7a8

* Apports Journaliers Recommandés pour un adulte de 19 ans et plus, en bonne santé
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2.3. Pathologie des carences en micronutriments

Les carences en vitamines A sont endémiques dans certains pays du monde depuis
des années. De nos jours, elles constituent encore un probléme de santé majeur dans
certains pays d’Asie, d’Afrique et d’Amérique du sud. Chaque année plus de 100.000
nouveaux cas de cécité, attribués aux carences en vitamine A, sont dénombrés dans le
monde (OMS, 1996). Un des premiers signes de la déficience en vitamine A est la cécité
nocturne (incapacité de voir quand la lumiére est faible). Puis la cornée se kératinise, se
qui la rend opaque : cette maladie s’appelle la xérophtalmie. Les carences en vitamine A

affectent également la croissance et la reproduction.

Les conséquences pathologiques d’une faible carence en vitamine B, sont d’ordre
dermatologique (dermatites, eczéma, etc.). Si elle n’est pas traitée, la déficience peut

entrainer, dans de rares cas, des troubles nerveux de type dépression.

Dans le cas d’une faible carence en vitamine B¢ entraine une anémie. Les formes
plus graves de déficience en vitamine Bg se traduisent par un retard de croissance, une

dégénérescence neuronale et des convulsions.

La vitamine B, et I’acide folique fonctionnent de concert pour promouvoir la
division cellulaire. Les symptomes de déficience de ces deux vitamines sont donc
semblables. En effet, puisque ces deux vitamines sont reliées a la division cellulaire, lors
d’une carence, les tissus les plus atteints sont ceux qui se renouvellent le plus rapidement.
De plus une carence en vitamine B,; entraine une dégénérescence du systéme nerveux qui

peut étre fatale.

Le scorbut est la maladie due & une carence en vitamine C. Les symptomes
précoces sont la perte d’appétit et des douleurs aux articulations et aux muscles. Puis des
hémorragies apparaissent notamment au niveau des gencives (perte des dents), dans les
muscles et les voies digestives. Le scorbut non traité est fatal, mais il est rare de nos jours,

méme dans les pays en voie de développement.
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Les premiers symptomes de la pellagre, maladie de déficience en niacine sont la
diarrhée, les flatulences et les céphalées. Le systéme nerveux est ensuite perturbé

entrainant la dépression et I’apathie. La mort est souvent due a une insuffisance

cardiaque.

Les carences en vitamine E sont plus rares car on trouve cette vitamine en grande
quantité dans les aliments et I’organisme peut la mettre en réserve. Toutefois, des études
ont révélées certaines modifications biochimiques comme la détérioration des globules
rouges. Une perte de I’équilibre pouvant aller jusqu’a I’incapacité de marcher a également

été observée dans les cas les plus graves.

L’anémie est caractéristique d’une carence en fer. Elle est due a la réduction du
transport de I’oxygéne par le sang. L’anémie se traduit par certains symptémes comme la

fatigue, I’accélération du rythme cardiaque et des céphalées.

En plus des conséquences spécifiques a chacun de ces micronutriments, d’une
maniére plus générale, les carences quelques soient leurs origines, augmentent le taux de
mortalité du aux maladies infectieuses en affaiblissant les individus. Pas exemple, un

organisme carencé repondra moins bien 4 un traitement contre ’anémie (Allen, 2002)

2.4. Stabilité des micronutriments

Effets des facteurs externes

Les micronutriments, notamment les vitamines, sont des molécules bien connues
pour leur instabilité¢ face aux conditions environnementales. Les principaux facteurs
responsables de la dégradation biochimiques des micronutriments sont le pH, la présence
d’oxygene, la lumiére, la température, ’humidité relative (ou activité de I’eau) et la
combinaison de tous ces facteurs. L’effet de ces facteurs sur la stabilité des

micronutriments est récapitulé dans le tableau II. La provitamine A (ou béta caroténe)
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peut perdre son activité durant le stockage car il est sensible a I’air et la lumiére. La
vitamine B, est une vitamine thermostable mais extrémement sensible a la lumiére. La
vitamine By est relativement stable a la chaleur, mais se décompose a la lumiére et dans
des milieux alcalins. La vitamine B, perd son activité en présence de lumiére, d’oxygéne,
d’acide et d’alcalin. La vitamine C est sensible & la chaleur, a la lumiére et a I’oxygéne
ainsi qu’aux milieux acide et alcalin. Alors que la niacine est I’une des vitamines les plus
stables, I’acide folique est trés sensible a la lumiére, & I’oxygéne et a la température. La
lumiére, I’oxygeéne et la chaleur réduisent également partiellement la teneur en vitamine E

des aliments (Harris, 1988).

Contrairement a la croyance populaire, Kramer (1977) précise que la plus forte
dégradation des vitamines a lieu au cours de I’entreposage et non lors de la transformation
des produits les contenant. Les conditions d’entreposage rencontrées dans les pays en
voie de développement sont souvent extrémes, surtout dans le cas de la température et de
’humidité relative. Renner (1988) rapporte notamment une perte de 50 % de vitamine B
au cours de I’entreposage du lait U.H.T. (lait de longue conservation traité a Ultra Haute
Température) et ce, aprés 30 semaines d’entreposage a4 26°C. Chen, Peng et Chen (1996)
montrent également une perte de 65,18 % de provitamine A dans le jus de carotte aprés 3

mois d’entreposage & 35°C.

La dégradation des micronutriments & des conséquences importantes. Des
modifications biochimiques entrainent une perte de Dactivit¢ biologique des
micronutriments et peuvent également conduire a la formation de composés
potentiellement toxiques (Harris, 1988). L’oxydation est le mécanisme le plus

fréquemment responsable de telles dégradations (Gimenez et al, 2002).
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Tableau II — Stabilité des micronutriments face aux facteurs externes (adapté de

Harris, 1988)

pH
Humidité
Acide Neutre Alcalin Oxygene Lumiére Température elative
pH<7 pH=7 pH>7

Provitamine A S I S I I I S
Vitamine B, S S I S I S |
Vitamine B¢ S S I S I S I
Vitamine B, I S | | I S I
Vitamine C | S I | | I I
Acide folique | I S | | | I
Niacine S S S S S S S
Vitamine E S S S I I I S
Fer S S S S S S S

S : Stable (pas de dégradation importante)

I : Instable (destruction significative)
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Interactions entre micronutriments

En plus de linfluence des différents facteurs externes, les pertes en
micronutriments peuvent étre catalysées par la présence d’autres micronutriments (Dary,
Guamuch et Nestel, 1998). Des expériences multifactorielles démontrent 1’existence de
réactions antagonistes entre vitamines et minéraux. Par exemple, la présence de traces de
fer catalyse fortement I’oxydation de la vitamine C et donc inhibe ses capacités
antiscorbutiques (Premkumar et Bowlus, 2002). Au contraire, Machlin et Gabriel (1980)
ont mis en évidence des réactions synergiques entre les vitamines. En effet, la vitamine C
participe a la régénération du radical tocophérol assurant ainsi la conservation de ses

fonctions biologiques au cours du stockage.
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3. L’ENCAPSULATION

L’encapsulation est une technique relativement nouvelle permettant I'enrobage de
diverses substances. Outre une action protectrice, ’encapsulation permet dans une
certaine mesure de maitriser voire de contrdler la libération des substances encapsulées. Il
existe deux types d’encapsulation : la substance est soit enfermée a I’intérieur d’une
capsule, soit piégée dans une matrice (aussi appelé le confinement). Ses domaines
d’applications sont nombreux : I’alimentaire (i. e. ardmes, enzymes, micro-organismes,
etc.), ’horticulture (i. e. graines et cellules végétales) et le pharmaceutique (i. e. principe

actif de médicament, etc.).

3.1. Les matrices d’encapsulation

Les matériaux, utilisés pour la constitution de la matrice, sont choisis en fonction
de l'ingrédient & encapsuler et des caractéristiques recherchées pour la capsule. Ces
matériaux doivent répondre a plusieurs critéres, notamment: de bonnes propriétés
rhéologiques, absence de réactivité avec l'ingrédient a encapsuler, protection maximale
des ingrédients encapsulés vis-a-vis des conditions de stockage et enfin ils doivent étre
comestible ou GRAS (Generaly Recognized As Safe). En pratique, chaque matériau ne
possede pas toutes ces propriétés, et ce sont souvent des combinaisons de plusieurs
matériaux qui sont utilisées. Les matériaux les plus courants sont des hydrates de carbone
(amidon, chitosane), des gommes (alginates, carraghénanes), des lipides, et des protéines,
en particulier les protéines laitiéres (Sloms, 1986, Knorr et Daly, 1988 et Edwards-Lévy
et Lévy, 1999).

L’amidon
L’amidon est la forme privilégiée de mise en réserve du glucose chez les

végétaux. C’est un polymere d'unités de glucose (environ 200 unités). Ce polysaccharide

se présente sous forme de poudre blanche soluble dans I'eau. L’amidon présente un intérét
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dans I’encapsulation des ardmes : sa structure hélicoidale induit des complexes trés

stables avec ce type de molécule (Sloms, 1986).

Le chitosane

Le chitosane est obtenu a partir des carapaces de crustacés. C’est un polymére
cationique de D-glucosamine en § (1-4). Le chitosane est soluble dans les acides dilués.
Outre son utilisation pour I’encapsulation, le chitosane présente des propriétés
antibactérienne, antifongique et antitumorale (Moreno, 2000). Le chitosane est rarement
utilisé seul dans les techniques d’encapsulation. En effet, les procédés d’encapsulation
basé sur les interactions entre le chitosane et 1’alginate sont nombreux (Knorr et Daly,

1988 et Pandya et Knorr, 1991 et Shahidi et Han, 1993).
L’alginate

On retrouve |’alginate dans la paroi cellulaire des algues brunes. C’est un
hétéropolymére anionique d’acide-D-mannuronique et d’acide-L-glucuronique (Martin,
1986). Ses propriétés chimiques (i. e. la capacité de réticulation, la solubilisation selon le
pH du milieu, etc.) font de I’alginate un biopolymére trés prisé dans le développement de
matrice pour [’encapsulation (Edwards-Lévy et Lévy, 1999). Une des méthodes
d’encapsulation des cellules vivantes la plus utilisée est basée sur une matrice d’alginate

et d’jons calcium Ca®* (Edwards-Lévy et Lévy, 1999).
Les carraghénanes

Comme |’alginate, les carraghénanes sont issues des algues marines. Ce sont des
polyméres d’unités de galactose. Elles forment des gels thermoréversibles et sont utilisées

en faible concentration (Shahidi et Han, 1993).
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La lécithine

On retrouve la lécithine dans les céréales oléagineuses comme le soja. Cet
émulsifiant, constitué¢ de différents phospholipides, est important dans !’industrie
alimentaire. Une des applications les plus courantes de la lécithine est la formation de
vésicules (les liposomes), pour I’encapsulation d’enzymes, car elle peut étre réalisée a

basse température (Koide et Karel, 1987).

Les protéines laitiéres

Les protéines laitiéres sont les caséinates (alpha, béta et kappa) et les protéines du
lactosérum (5 protéines dont I’a-lactalbumine, la B-lactoglobuline). Selon le mode
d’extraction, on distingue deux types de mélange protéique issue du lactosérum: les
protéines du lactosérum concentrées ou Whey Protein Concentrate (WPC) contenant
environ 70 % de protéines et les protéines du lactosérum isolées ou Whey Protein Isolate
(WPI) contenant environ 90 % de protéines (Sabato et al., 2001). Elles sont reconnues
pour leur valeur nutritive et leur faible coiit. Elles sont le plus souvent utilisées en
association avec des polysaccharides dans les procédés d’encapsulation pour

I’amélioration des propriétés physicochimiques des matrices (Schmitt ef al., 1998).

3.2. Les techniques d’encapsulation

Différents procédés d'encapsulation sont utilisés : méthodes physiques (les
liposomes), chimiques (la gélification) ou physico-chimiques (I’atomisation et le lit
fluidisé). L’encapsulation dans les liposomes réside en le piégeage d’une substance a
I’intérieure d’une sphére formée d’une bicouche de phospholipides (i. e. les vésicules de
lécithine). La gélification consiste en I’ajout d’un agent gélifiant dans un mélange
constitué de la substance a protéger et de la solution d’encapsulation (i. e. I’ajout d’ions
calcium & une solution d’alginate). L’atomisation est la vaporisation & chaud de la
solution d’encapsulation sur la substance a protéger. Enfin, dans ’encapsulation sur lit

fluidisé, les particules a protéger sont mises en suspension par un jet d’air (chaud ou
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froid) provenant du dessous, alors que la solution d’encapsulation est vaporisée par le

dessus (Shahidi et Han, 1993).

Le procédé est choisi en fonction des contraintes économiques, de la sensibilité de
lingrédient a encapsuler, de ses propriétés physiques et chimiques, de la taille des

capsules désirée, de 'utilisation des capsules, du mécanisme de libération des ingrédients.

3.3. Caractéristiques des capsules

Les capsules résultant de 1’encapsulation sont essentiellement de forme sphérique.
Selon leur taille, on distingue deux sortes de capsules: les microcapsules (dont le
diamétre est de I’ordre du micrométre) et les capsules (dont le diamétre est de I’ordre du
millimétre). Le mode de libération de la substance encapsulée est également un élément
caractéristique des capsules. Il dépend des propriétés rhéologiques de la capsule (force a
la rupture, viscoélasticité, gonflement, etc.), de la nature inhérente a la matrice (propriété

du polymere, etc.) et de la méthode d’encapsulation (interactions chimiques impliquées).

3.4. Encapsulation de micronutriments

L’encapsulation est une technique parfaitement adaptée aux micronutriments, qui

sont réputés pour étre des molécules chimiquement instables.

L’objectif principal de I’encapsulation des micronutriments est d’améliorer leur
stabilit¢ face aux conditions de stockage. Toutefois, dans le domaine alimentaire,
’encapsulation permet aussi de diminuer la dégradation de certains micronutriments
(comme le fer) au cours des différentes étapes de transformation des aliments, qui se
traduit par 1’apparition de mauvaises saveurs. Un autre intérét de I’encapsulation est aussi
de réduire les interactions entre les micronutriments eux-mémes ou bien entre les

micronutriments et les autres ingrédients de la préparation. Enfin, dans de nombreuses
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applications, I’encapsulation peut également avoir pour but de contréler la libération des
micronutriments (Shahidi et Han, 1993). L’encapsulation des micronutriments est
notamment trés usitée dans le domaine de la cosmétique. La vitamine C encapsulée dans
des liposomes est ajoutée aux crémes de soins (référence 7). C’est toutefois dans le
domaine de I’alimentaire que 1’encapsulation des micronutriments est la plus répandue.
Les vitamines et les minéraux encapsulés sont utilisés seuls ou ajoutés dans des mélanges
d’aliments secs tels que la farine, le lait en poudre, les céréales ou les boissons aux fruits.
Les applications sont nombreuses, autant pour les vitamines hydrosolubles et liposolubles
que pour les minéraux. Dans les pays industrialisés, I’enrichissement des pétes avec la
vitamine B;, la vitamine B, et la niacine encapsulées a permis de limiter les pertes
imputables a la cuisson des produits (Berglund, Dick et Dreher, 1987). L’encapsulation
de la vitamine A dans une matrice de gélatine lors de la fabrication de lait maternisé en
poudre permet d’augmenter significativement sa stabilit¢ (Shahidi et Han, 1993).
Finalement, dans le cadre de programme de fortification en minéraux, I’encapsulation de
I’iode pour I’enrichissement du sel est une technologie en voie de développement pour

des applications dans les pays d’Afrique, d’Asie et d’Amérique du sud (référence 8).



PRESENTATION DU PROJET DE RECHERCHE
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Le présent projet de recherche a pour objectif I’optimisation d'un programme de
fortification en micronutriments basé sur I’emploi d’une boisson en poudre, enrichie en
vitamines et minéraux et destinée aux pays en voie de développement. L’optimisation
d’un tel programme consiste d'une part en 1’évaluation de I’activité antibactérienne de la
boisson reconstituée et d'autre part en 1'étude de la stabilité de la poudre au cours du

stockage.

Cette étude est basée sur les hypothéses suivantes : 1- Les deux acides organiques
présents dans la boisson (I’acide citrique et 1’acide ascorbique) pourraient posséder un
effet bactéricide; 2- L'instabilité individuelle des micronutriments (vis-a-vis des facteurs
externes tels que la température et l'humidité relative) est déja connue mais les
interactions entre les micronutriments présents dans la boisson pourraient également étre
la source de nouvelles dégradations; 3- La mise au point de polyméres pour

I'encapsulation de micronutriments permettrait une meilleure stabilisation de ceux-ci.

Les objectifs du présent projet sont 1- de déterminer D’effet des acides
organiques contenus dans la boisson sur des micro-organismes pathogénes aprés
reconstitution avec de I’eau contaminée; 2- d’évaluer Peffet de la température et de
Phumidité relative sur la stabilité des micronutriments contenus dans la boisson; 3- de
développer une méthode d’encapsulation des micronutriments afin de protéger les
micronutriments les plus sensibles lors du passage dans le tractus gastro-intestinal et au

cours du stockage dans des conditions extrémes.

Pour atteindre les objectifs, plusieurs techniques de microbiologie, de biochimie et
de chimie ont été utilisées. L’activité antibactérienne de la boisson a été déterminée grice
a I’étude de la cinétique d’inhibition de trois souches appartenant aux espéces les plus
représentatives de la flore microbienne pathogéne de 1’eau (Escherichia coli, Salmonella
Typhi et Serratia liquefaciens). Ces dénombrements bactériens ont permis d’étudier
I’impact du type et du degré de contamination de 1’eau ainsi que I’influence du temps de
contact entre les bactéries et la boisson. L’effet spécifique des acides organiques a été

démontré par le suivi du pH et ['utilisation d’acide minéral. La stabilité des
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micronutriments a été évaluée par dosage chromatographique sur des échantillons de
boisson en poudre entreposés a deux températures (23°C et 45°C) et deux degrés
d’humidité relative (56 % et 100 %) pendant 9 mois, soit la date limite d’utilisation
optimale (DLUOQO) du produit. L’encapsulation des micronutriments a été effectuée
conjointement avec I’équipe de chimistes du laboratoire qui a développé la matrice.
L’étude de stabilit¢é des micronutriments encapsulées a été faites sur les trois
micronutriments les plus sensibles (une vitamine hydrosoluble, une vitamine liposoluble
et un minéral). L'étude de stabilité a été réalisé i) en mimant le passage dans le tractus

gastro-intestinal et ii) lors du stockage dans des conditions normales et extrémes de

température (23°C et 45°C) et de d'humidité relative (56 % et 100 %) pendant 6 mois.



MATERIELS ET METHODES
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1. ETUDE DE L’ACTIVITE ANTIBACTERIENNE

1.1. Milieux de culture

Le bouillon tryptonné au soja (Tryptic Soy Broth, TSB, Difco Laboratories,
Detroit, MI, USA) a été utilisé pour la culture des souches. La gélose tryptonnée au soja
(Tryptic Soy Agar, TSA, Difco laboraories, Detroit, MI, USA) a été préparée pour le

dénombrement bactérien.

1.2. Souches bactériennes

Trois souches bactériennes ont été retenues pour cette étude. La souche
Escherichia coli ATCC 25922 et la souche Salmonella Typhi ATCC 19340 proviennent
de I’American Type Culture Collection (Rockville, MD, USA). La souche Serratia
liguefaciens provient du Centre de Recherche et de Développement sur les Aliments
(CRDA, Ste-Hyacinthe, QC,). Un mélange bactérien composé des trois souches en
quantité égale (33 % d’E. coli, 33 % de S. Typhi et 33 % de S. liquefaciens) a également

été utilisé.
1.3. Standardisation des cultures

Les souches congelées ont été décongelées, puis repiquées deux fois dans du

bouillon TSB (1 mL de culture dans 9 mL de bouillon) et incubées sous agitation pendant

24 heures a 35°C.

Des courbes de croissance ont été effectuées pour chacune des souches pures. Un
flacon erlenmeyer contenant 90 mL de bouillon TSB a été inoculé avec 10 mL de culture,
puis incubé sous agitation a 35°C. Des prélévements ont été effectués toutes les heures
pendant 24 heures. La croissance bactérienne a été suivie parallélement sur chaque

prélévement par 1) dénombrement des colonies présentent sur gélose TSA aprés 24
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heures d’incubation a 35°C et 2) par mesure de la densité optique a l’aide d’un
spectrophotométre (DMS 200 UV visible spectrophotométre, Varian, Sunnyvale, CA,
USA) a 540 nm. Les résultats obtenus ont permis de tracer les courbes de croissance de

chaque bactérie au cours du temps (voir appendice A).

Le pouvoir antibactérien de la boisson a été évalué sur les souches pathogénes
énumeérées plus haut. Les souches bactériennes ont été cultivées pendant 18 heures a 35°C
permettant I’obtention d’une culture bactérienne en phase stationnaire, et donc un nombre
de bactéries par mL constant et homogéne. Les concentrations de ces cultures ont été

déterminées aprés mesure de la densité optique, grace aux courbes de croissance €tablies.

1.4. Préparations des échantillons

La boisson en poudre utilisée est une formulation commerciale artificielle (Centre
de Recherche pour le Développement Industriel, Ottawa, ON) composée de sucre,
d’ar6mes, de colorant et enrichie en micronutriments (la composition est présentée dans
I’appendice B). Elle est présentée en sachet individuel de 25 g chacun a reconstituer dans
200 mL d’eau. Le produit a été reconstitué selon les indications du fabricant, mais avec
de I’eau artificiellement contaminée selon le protocole expérimental.

Le protocole expérimental mis en place a permis I’étude de deux facteurs : 1) le degré de

contamination initial et 2) le temps de contact entre la boisson et les bactéries.

La boisson originale a été préparée comme suit: trois flacons erlenmeyer contenant
chacun 200 mL d’eau physiologique (contenant 0.9 % de chlorure de sodium, Laboratoire
Mat, Beauport, QC) stérile ont été préalablement mis a une température de 30°C pendant
18 heures. Les flacons erlenmeyer ont été artificiellement contaminés avec un volume
précis d’un type bactérien pur ou du mélange des trois souches afin d’obtenir une
concentration finale de 10°, 10° et 107 bactéries / mL. Enfin, 25 g de boisson en poudre
(un sachet) ont été ajoutés dans chaque flacon erlenmeyer désignant le temps zéro de

I’expérience. Afin de démontrer I’action spécifique des acides minéraux, la totalité de
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I’expérience a également été réalisée avec une boisson en poudre (préparée par le
fabricant) ne contenant pas d’acide organique. Ce deuxiéme type de boisson a été
préparée comme suit : le pH de I’eau physiologique stérile destinée a la reconstitution de
la boisson a été ajusté au pH de la boisson originale (soit pH = 3,2) avec un acide minéral
(HCl 1 M) avant la contamination bactérienne. Finalement, le controle négatif de cette
expérience a été obtenu en répétant la totalité¢ de I’expérience avec la boisson en poudre

ne contenant pas d’acide organique et sans ajustement de pH.

1.5. Mesure de ’activité antibactérienne

Des prélévements ont été effectués a t = 0 (reconstitution de la boisson en poudre
avec ’eau artificiellement contaminée), 5, 10, 60 et 180 min correspondant au temps de
contact entre la boisson et les bactéries. A chaque jour de prélévement, plusieurs dilutions
décimales de chaque échantillon dans de 1’eau peptonée (0,9 g/ L, Bactopeptone, Difco
Laboratories, Detroit, MI, USA) stérile ont été préparées. Les trois dilutions les plus
appropriées ont été¢ ensemencées en masse dans environ 15 mL de gélose TSA en
surfusion (deux boites par dilution). Aprés 24 heures d’incubation a 35°C, le compte

bactérien a permis de déterminer le nombre de bactéries dans 1’échantillon de départ.

1.6. Mesure du pH

A chaque jour de prélévement, le pH de chaque échantillon a été mesuré a Iaide
d’un pH-métre (mode¢le 420A, Orion research Inc., Boston, MA, USA) préalablement

calibré.
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1.7. Détermination du taux de dissociation des acides

Afin de mettre en évidence I’action des acides organiques (acides ascorbique et
citrique), la concentration de la forme non dissociée des acides dans la boisson originale a

été déterminée sur une base théorique tel que définie par Ouattara et al, 1997 :
[A.O. non dissocié] = [A.O. totale] / (1+10PH-PK)

ou: [A.O.non dissocié] est la concentration en acide organique non dissociée (g/L)
[A.O. totale] est la concentration totale en acide organique (g/L)
pKa est la constante de dissociation de 1’acide impliqué
(soit 3,14 pour I’acide ascorbique et 4,1 pour I’acide citrique (Merck, 1996))

Exemple de calcul dans le cas de |’expérience avec Escherichia coli dont
I’inoculum de départ est 10° bactéries /mL, 4t =5 min :
- la valeur du pH est 3,19
- la concentration initiale de I’acide ascorbique dans la boisson est
0,375g/L
- le pKa de I'acide citrique est 4,10 (Merck, 1996)

La concentration en acide ascorbique sous forme non dissociée est alors :
[A.O. non dissocié] = 0,375 / (1+1019-410)

[A.O. non dissocié¢] == 0,33 g /L
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2. STABILITE DES MICRONUTRIMENTS

2.1. Protocole expérimental

Les sachets contenant 25 g de boisson en poudre ont également été utilisés comme
échantillons dans cette expérience. Le protocole expérimental 4 permis 1’étude de deux
facteurs : I’effet de I’humidité relative et celui de la température de stockage. Les deux
degrés d’humidité relative, 100 % et 56 % ont été obtenus en utilisant des dessiccateurs
en verre fermés hermétiquement et contenant respectivement de 1’eau distillée et une
solution saturée de bromure de sodium (Laboratoire Mat, Beauport, QC). Les
dessiccateurs ont été placés dans deux étuves a 23°C £ 2°C et 45°C + 3°C. Les sachets de
boisson en poudre ont été stockés dans ces quatre conditions de stockage (23°C-
56 % H.R., 23°C-100 % H. R., 45°C-56 % H. R. et 45°C-100 % H. R.) pendant 9 mois,
soit, la date limite d’utilisation optimale (DLUO) déterminée par le fabricant. Des
échantillons ont été prélevés périodiquement (jour 1, jour 15 etaprés 1,2, 3,4, 5, 6, 7. 8,
9 mois) afin de déterminer la concentration de chaque micronutriment encore présent
dans la boisson en poudre. Le jour de I’analyse, les échantillons ont été reconstitués selon

les recommandations du fabricant, soit un sachet de 25 g de poudre dans 200 mL d’eau.

2.2. Extraction des vitamines hydrosolubles

Les vitamines Bj, Bg, B3, I’acide folique et la niacine ont été extraits selon la
méthode d’Albala-Hurtado er al. (1997). Dix millilitres d’échantillon (c’est-a-dire la
boisson reconstituée) ont ét¢ mélangés a 1g d’acide trichloroacétique solide (TCA,
Laboratoire Mat, Beauport, QC) dans un tube & centrifuger de 50 mL, pendant 10 min.
Afin de déterminer le rendement de ’extraction, 1 mL de vitamine B; 1 g / L (thiamine,
Supelco, Oakville, ON) a été¢ ajouté comme standard interne. Aprés 10 min de
centrifugation (Centrifugeuse Sorval RT6000B, Dupont Cie, Wilmington, USA) a

1250 x g 4 4°C, le surnageant a été conservé. Le culot a été repris avec 3 mL de solution
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aqueuse de TCA a 4 %, puis centrifugé a nouveau pendant 10 min a 1250 x g a4 4°C. Les
deux surnageants ont été déposé dans une fiole jaugée de 10 mL, et le volume a été

complété avec la solution aqueuse de TCA a 4 %.

La vitamine C a été extraite tel que décrit par Lavigne et al. (1987). Une mini
colonne préparative Sep-Pak Cjs (Waters, Milford, Ma, USA), a permis de purifier et de
concentrer la vitamine C totale. La mini colonne préparative fonctionnant comme une
seringue a été préalablement activée par 5 mL de méthanol 100 % (Laboratoire Mat,
Beauport, QC) puis, par 15 mL d’eau distillée. Trente millilitres d’échantillons ont
ensuite €té filtrés par cette mini-clonne. Les 20 derniers millilitres ont été collectés pour

le dosage de la vitamine C.

Tous les échantillons ont été filtrés a travers un filtre de pores de 45 um de
diamétre (Cole Parmer, Vernon Hills, IL, USA) avant [|’analyse. Durant toute
I’expérience, les vitamines hydrosolubles ont été protégées de la lumiére en recouvrant

les contenants de papier d’aluminium.

2.3. Extraction des vitamines liposolubles

La vitamine E (DL, a-Tocopherol acétate) et la provitamine A (béta caroténe) ont
été extrait selon la méthode de Epler, Ziegler et Craft, (1993). Dans un tube a centrifuger
de 15 mL, 1 mL de boisson reconstituée a été¢ mélangé avec 1 mL d’hexane (qualité
HPLC, Laboratoire Mat, Beauport, QC). Afin de déterminer le rendement de I’extraction,
100 pL d’une solution standard de vitamine D, a 100 mg / L (Ergocalciférol, Supelco,
Oakville, ON) ont été ajoutés comme standard interne. Aprés centrifugation pendant 30
secondes a 2000 g a 4°C, le surnageant a été conservé. Le culot a été repris avec 1 mL
d’hexane puis centrifugé a nouveau pendant 30 secondes a 2000 x g a 4°C. Les deux
surnageants ont été mélangés, évaporés sous azote (Praxair Canada Inc., Mississaugua,
ON) puis reconstitués avec un millilitre d’éthanol (qualit¢ HPLC, Laboratoire Mat,
Beauport, QC). Tous les échantillons ont également été filtrés a travers un filtre de pores

de 45 pm de diamétre avant I’analyse. Durant toute |’extraction, les vitamines



liposolubles ont été protégées de la lumiére en recouvrant les contenants de papier

d’aluminium.

2.4. Dosage des vitamines: la chromatographie liquide haute

performance

Aprés extraction, la concentration de chaque vitamine a été déterminée par
chromatographie liquide haute performance a I’aide d’un appareil HPLC (Vista 5500,
Varian, Walnut Creek, CA, USA) équipé d’un détecteur UV standard.

Les vitamines hydrosolubles ont été séparées grice & une colonne Supelcosil LC-
8-DB, phase inverse, 33 mm x 4,6 mm (Supelco, Oakville, ON) précédée d’une colonne
de garde. L’analyse a été effectuée & température ambiante (23°C + 3°C). Un mélange de
méthanol (qualit¢ HPLC, Laboratoire Mat, Montréal, QC) et d’une solution aqueuse
d’hexane sulfonate (4,3 mM, Fluka chemika, Oakville, ON) dans un rapport 15 : 85 a été
utilis¢ comme phase mobile avec un débit de 1 mL / min. Pour chaque analyse, 10 uL
d’échantillon ont ét€ injectés. L’identification des vitamines a été basée sur leur temps de
rétention. La détermination de la concentration a été obtenue par mesure de I’aire sur la
courbe de chaque pic &4 210 nm et par comparaison avec les courbes standards. Les
courbes standards pour chaque micronutriment ont été établies avant chaque analyse selon
la méme procédure analytique a I’aide de cinq dilutions de standards commerciaux purs

(Supelco, Oakville, ON).

Les vitamines liposolubles ont été séparées sur une colonne Supelcosil LC-18,
phase normale, 250 mm x 4,6 mm (Supelco, Oakville, ON) précédée d’une colonne de
garde. L’analyse a été réalisée a 35°C grice & un chauffe colonne. La phase mobile,
composée d’un mélange de méthanol (qualité HPLC, Laboratoire Mat, Beauport, QC) et
d’eau distillée dans un rapport 98 : 2, a été utilisée au débit de 1 mL / min. Pour chaque
analyse, 20 pL d’échantillon ont €té injectés. L’identification des vitamines a été basée sur
leur temps de rétention. La quantification de chaque vitamine a été obtenue par la mesure

de I’aire sous la courbe des pics chromatographiques et par comparaison avec les courbes
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standards. La mesure a été réalisée & 325 nm pour la provitamine A et 4 290 nm pour la
vitamine E. Les courbes standards ont été établies a I’aide de 5 dilutions de standards

commerciaux purs (Supelco, Oakville, ON) analysés selon cette méthode.
2.5. Dosage des minéraux : la spectrométrie par absorption atomique

La concentration des minéraux a été déterminée directement sur la boisson
reconstituée, sans extraction préalable, 4 1’aide d’un spectrométre par absorption
atomique (SpectrAA-10, Varian, Walnut Creek, CA, USA). Un mélange gazeux d’air et

d’acétylene a permis d’obtenir la flamme nécessaire a la combustion des échantillons.

La concentration du fer ionique a été déterminée par mesure de la densité optique
a 248.3 nm et par comparaison avec la courbe standard. La courbe standard a été obtenue
selon la méme procédure analytique a I’aide de cinq dilutions (0,5; 1,0; 1,5; 2,0 et
2,5g/L) d’un standard commercial pur, le citrate d’ammonium ferrique préparé par le

CRDI (Ottawa, ON).
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3. ENCAPSULATION DES MICRONUTRIMENTS

3.1. Préparations des solutions

Les billes sont constituées d’un cceur (contenant le micronutriment, et donnant son
nom & la bille) et d’une couche externe. Deux types de polymeres, I’un anionique,
I’alginate (alginate de sodium, Sigma-Aldrich Ltd., Oakville, ON) et I’autre cationique, le
chitosane (faible poids moléculaire, 85 % désacétylé, Pécheries Marinard Ltée., Riviéres-
Aux-Renards, QC) ont été utilisés en alternance sous leur forme native (non
fonctionnalisée) et fonctionnalisée. La fonctionnalisation, une acylation, a été réalisée
selon la méthode de LeTien e al (2001), (voir appendice C), selon
le ratio 4 (polymére) : 1 (chlorure de palmitoyle, Fluka chemika, Oakville, ON). Le
chitosane et I’alginate ont été choisis par rapport a leur bonne propriété de gélification.
Toutefois un phénoméne d’érosion des billes a base d’alginate a été démontré (Murata et
al, 1993) c’est pourquoi le systéme de double encapsulation a été choisi. Les propriétés
du cceur des billes seront, par la suite, comparés deux & deux, afin d’étudier I’effet de la
nature du polymeére (alginate, recette n° 1 vs. chitosane, recette n° 3 et alginate
fonctionnalisé, recette n°® 2 vs. chitosane fonctionnalisé, recette n° 4). Les protéines
laitiéres (isolat de protéines de lactosérum, 97,8 % de protéines) ont été fournies par

Davisco Foods International Inc. (Eden Prairie, USA).
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Tableau III : Composition des solutions pour la formation des 4 types de billes

(% en poids / volume)

Type de billes Solution du ceeur Solution de 1a couche externe
N°1 - AN 3 % alginate 0,5 % chitosane
(Alginate Natif) 1,5 % protéines laitiéres 1,5 % protéines laitiéres
N°3 -CN 3 % chitosane 0,5 % alginate
(Chitosane Natif) 1,5 % protéines laitiéres 1,5 % protéines laitiéres
N°2 - AF 3 % alginate fonctionnalisé 0,5 % chitosane fonctionnalisé
(Alginate Fonctionnalisé) 1,5 % protéines laiti¢res 1,5 % protéines laitiéres
N°4 - CF 3 % chitosane fonctionnalisé 0,5 % alginate fonctionnalisé
(Chitosane Fonctionnalis€) 1,5 % protéines laitiéres 1,5 % protéines laitiéres

Les solutions ont été préparées par dissolution des poudres d’alginate, d’alginate
fonctionnalisé et de protéines laitiéres dans de I’eau distillée. La dissolution des poudres
de chitosane et de chitosane fonctionnalisé a été réalisée dans une solution aqueuse acide
(0,5 mL d’acide acétique par gramme de poudre).

Pour I’étude des propriétés physico-chimiques, des billes ne contenant pas de
micronutriments ont été fabriquées. Pour les études de stabilité et de libération controlée
des micronutriments, les micronutriments ont été ajoutés aux différentes solutions, tel que

décrit plus bas.

3.2. Formation des billes
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Les billes ont été formées selon le principe de la gélification. La gélification est le
résultat d’interactions fortes et spécifiques entre les polyméres ioniques (anionique
comme [’alginate) et des ions divalents (par exemple, les ions calcium Ca*™) (Braccini et

Perez, 2001).
Formation du ceeur de la bille.

Les solutions du cceur a base d’alginate natif et fonctionnalisé (solutions 1 et 2)
ont été laissées tomber goutte 4 goutte, & ’aide d’une seringue, dans une solution aqueuse
de chlorure de calcium a 10 % (CaCl,, Laboratoire Mat, Beauport, QC). Les solutions du
ceeur & base de chitosane natif et fonctionnalisé (solutions 3 et 4) ont été déposées dans le
corps de la seringue et sont tomber goutte & goutte grice a la seule poussé de la pesanteur,
dans une solution aqueuse de sodium tripolyphosphate 5 % (Aldrich, Oakville, ON). Puis
les billes ont été laissées sous agitation douce dans leur solution respective de gélification

pendant 30 min. Le montage utilisé est présenté sur la figure 1.

\ Solution du cceur de la bille

Solution de gélification

Bille formée

Agitation douce

Figure 1 - Schéma du montage servant a la formation des billes

Formation de la couche externe de la bille
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Afin d'améliorer les propriétés mécaniques des billes en créant des liaisons
hydrophobes (cas des polyméres fonctionnalisés) ou des liaisons ioniques (cas des
polyméres non fonctionnalisés) les couches externes des billes ont été composées du
polymeére de charge opposée au polymére formant le cceur de la bille, mais de méme
nature fonctionnelle (natif ou fonctionnalisé). Pour former cette couche externe, les billes
a base d’alginate natif et fonctionnalisé ont ét¢ déposées, sous agitation douce pendant
une heure, dans la solution de la couche externe a base de chitosane (natif et
fonctionnalisé), dont la composition est décrite dans le tableau III, et inversement. Les

billes ont ensuite été rincées rapidement avec de I’eau distillée, filtrée et séchées 24

heures & 40°C dans un four Pasteur.
3.3. Mesure des propriétés physico-chimiques
3.3.1. Propriétés mécaniques

Les propriétés mécaniques des billes ont été mesurées a 1’aide d’un texturométre
Voland Stevens-LFRA (modéle TA-1000, Texture Technologies Corp., Scarsdale, USA),
selon les méthodes de Beaulieu ef al. (2001). Les mesures ont été effectuées sur des billes

séches remise en solution pendant 10 min dans de I’eau distillée, la mise en solution

permettant de mimer la reconstitution de la boisson.

Force et déformation a la rupture

Un poingon en plastique de 20 mm de diamétre descend perpendiculairement a la
bille & une vitesse de 0,2 mm x s™' jusqu’a 50 % de sa hauteur. La résistance de la bille
jusqu’a sa rupture a été enregistrée par une imprimante (la vitesse de déroulement du

papier est de 50 cm x min™"). Le texturométre est calibré a 700 g.
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Les 2 valeurs ont ensuite été calculées grace au graphique obtenu (figure 2)

présenté a la page suivante. La force a la rupture a été déterminée selon la formule

suivante :

28 h
FR =9,81

FR : force 4 la rupture (N x mm™")

9,81 : constante de I’accélération de la pesanteur (m x s?)

28 : coefficient multiplicateur correspondant a la calibration du texturometre
(700 g) divisé par la longueur du papier (25 cm)

h : hauteur du pic sur le graphique (cm)

e : épaisseur de la bille (uM)

(Le calcul nécessite de connaitre le diamétre de la bille. Celui-ci a été mesuré a 1’aide
d’un indicateur digital Mitutoyo (Mitutoyo MFG, Tokyo, Japon)).

La déformation & la rupture a €té déterminée selon la formule suivante :

1
DR

8,33

DR : déformation a la rupture (mm)
1 : largeur du pic sur le graphique (mm)
8,33 : vitesse de déroulement du papier (en mm x s, soit 50 cm x min™")



h : hauteur en mm

| :longueur en mm

Y/
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/ Rupture de la bille

/ Résistance de la bille

/ Contact entre le poingon et la bille

Figure 2 - Exemple de graphique obtenu lors du test de force et de déformation a la

rupture
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Viscoélasticité ou coefficient de relaxation

La viscoélasticité correspond a la réponse mécanique de la bille aprés 1’application
d’une force pendant 30 secondes. Un poingon cylindrique de 20 mm de diamétre descend
perpendiculairement 4 la bille avec une vitesse de 0,2 mm x s’ jusqu’a 90 % de sa
hauteur. La relaxation de la bille, a partir de I’instant ou le poingon entre en contact, a été
enregistrés par une imprimante (la vitesse de déroulement du papier est de 10 cm x min™).
Le texturometre est calibré a 700 g. La viscoélasticité a ensuite été calculée grice au

graphique obtenu (figure 3) présenté page suivante.

La mesure des forces enregistrées a I’instant t = 0 (Fi) et t = 30 s (Ff) permet de

déterminer la viscoélasticité selon la formule suivante :

Fi- Ff
CR (30 secondes) =
Fi

CR : coefficient de relaxation ou viscoélasticité (0 < CR (305ec) < 1)
Fi : force initiale mesurée a I’instant t = 0 (en Newton)
Ff : force finale mesurée a I’instant t = 30 secondes (en Newton)



Ff: Force finale en N x mm

Fi : Force initiale en N x mm

Relaxation

A de la bille

Figure 3 - Exemple de graphique obtenu lors du test de viscoélasticité
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3.3.2. Permeéabilité a la vapeur d’eau

La perméabilité a la vapeur d’eau a été déterminée selon un test ATSM (1983)

modifié par Gontard, Guilbert et Cuq (1992).

Ce test a été réalisé sur des films de méme composition que les billes, mais la
gélification a été effectuée dans des boites de Pétri. Quinze millilitres de solution du cceur
ont tout d’abord été coulés, puis laissés sécher & 23°C pendant 24 heures. La gélification
a ensuite €té réalisée en déposant les films dans les solutions de gélification appropriées
(soit le chlorure de calcium pour les films & base d’alginate et une solution aqueuse de
sodium tripolyphosphate a 5 % pour les films & base de chitosane) pendant 30 min. Aprés
un ringage a I’eau distillée, les films ont été déposés pendant une heure dans leur solution
respective afin de former la couche externe. Enfin les films ont été séchés a 23°C pendant

24 heures.

Les films ainsi préparés ont été scellés hermétiquement sur des cellules de
perméabilité métalliques (The Thwing-Albert vapometer, Kalamazoo Chemicals,
Richland, MI, USA) contenant chacune 30 g de chlorure de calcium anhydre (Laboratoire
Mat, Beauport, QC), elles-mémes placées dans une chambre a température (30°C + 1) et

humidité contr6lée (100 %).

La surface du film exposée était de 0,0023 m’. La perméabilité 4 la vapeur d’eau a

été calculée selon la formule suivante :
PVE=24xwxe/axtx AP

PVE : perméabilité 4 la vapeur d’eau du film (g x mm x m? x 24h™ x mmHg™")
w : poids gagné par la cellule (g)

e : épaisseur du film

t : durée d’incubation du film gh)

a : surface exposée du film (m°)

AP : pression de vapeur différentielle de ’eau (AP : 17.821 mmHg 4 30°C)
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(Le calcul nécessite de connaitre 1’épaisseur du film. Celle-ci a été mesurée en 9 points a
I’aide d’un indicateur digital Mitutoyo (Mitutoyo MFG, Tokyo, Japon)).

3.3.3. Cinétique d’absorption de ’eau (gonflement)

Un cm’ de billes séches a été déposé dans un cylindre gradué de 5 cm’
(subdivision de 0,2 cm?). Le volume a été complété 2 5 cm® avec de I’eau distillée. La
cinétique d’absorption de I’eau par les billes a été déterminée en mesurant le volume

occupé par les billes en fonction du temps.

3.4. Ktude de la stabilité des micronutriments encapsulés

3.4.1. Micronutriments sélectionnés

Trois types de micronutriments ont été sélectionnés pour leur forte instabilité : la
vitamine C (vitamine hydrosoluble), la provitamine A (vitamine liposoluble) et le fer
ionique sous forme de citrate de fer (minéral), le fumarate de fer présent dans la boisson
originale n’étant pas soluble avec le chitosane. Les micronutriments ont été ajoutés
extemporanément dans la solution du ceeur des billes (1,5 % (p / v) pour le fer ionique et
la vitamine C et 0,5 % (p / v) pour la provitamine A) en raison de son insolubilité dans
I’eau. Le pH des solutions du cceur des billes & base de chitosane a été ajusté a pH = 6,0 a

I’aide d’une solution d’hydroxyde de sodium 0,1 N avant I’ajout des micronutriments.

3.4.2. Préparation des échantillons

Les sachets contenant 1 g de boisson en poudre (ne contenant pas de vitamine C,
ni de provitamine A, ni de fer) et 100 mg de billes séches contenant les micronutriments
étudiés ont été utilisés comme échantillons dans cette expérience. Un sachet renferme
donc les 3 micronutriments encapsulés séparément, avec un méme type de billes. Comme
dans le cas de I’étude de la stabilit¢ des micronutriments non encapsulés, le protocole

expérimental 4 permis I’étude de deux facteurs : I’humidité relative et la température. Les
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sachets ont été stockés dans quatre conditions de stockage (23°C-56 % H. R. ,
23°C-100% H. R., 45°C-56 % H. R. et 45°C-100 % H. R.) pendant six mois. Des
échantillons ont été prélevés périodiquement (jour 1, jour 15 et mois 1, 2, 3, 4, 5 et 6) afin

de déterminer la concentration de chaque micronutriment.

3.4.3. Meéthode de solubilisation des billes

Tous les jours d’analyse, les billes a base d’alginate (non fonctionnalisé ou
fonctionnalis€) ont été dissoutes sous agitation dans une solution de phosphate (Phosphate
de potassium monobasique, 0,1 M, pH 8,0). Les billes a base de chitosane (non
fonctionnalisé ou fonctionnalisé) ont été dissoutes, sous agitation, dans une solution
aqueuse d’acide acétique a 3 % (pH = 3,8). Les billes ont été laissées en solution, sous
agitation a température ambiante, jusqu’a dissolution totale (jusqu’a 12 heures pour les
billes stockées pendant 6 mois). Par la suite, I’extraction et le dosage des micronutriments

ont été effectués selon les méthodes décrites précédemment.

3.5. Libération controlée des micronutriments dans le tractus gastro-

intestinal

3.5.1. Préparation des échantillons

Le fer ionique, la vitamine C et la provitamine A ont été encapsulés
individuellement dans les quatre types de billes. Pour chaque micronutriments et pour
chaque type de bille, un gramme de billes séches a été remis en solution pendant 10 min

dans de I’eau distillée afin de mimer la reconstitution de la boisson.
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3.5.2. Passage dans le tractus gastro-intestinal

Passage dans |’estomac

Les billes égouttées ont ensuite été¢ digérées pendant 30 min sous agitation
constante & 37°C dans 30 mL d’une solution proche de celle retrouvé dans I’estomac dont

la composition, pour un litre, est la suivante (The United States Pharmacopiae, 1990) :

- 2 g de chlorure de sodium
- 3.2 g de pepsine cristallisée et lyophilisée (activité de 2.500 a 3.500
unités par mg, Sigma, Oakville, ON)
- 7 mL d’acide chlorhydrique 100%
(Ajouter tous ces ingrédients a4 900ml d’eau distillée, agiter pour dissoudre et compléter le
volume a un litre avec de I’eau distillée.)
A t =0, puis aprés 10, 20 et 30 min d’incubation, des prélévements de 1 mL ont

été effectués.

Passage dans [’intestin

Les billes ont été €gouttées a nouveau puis déposées dans 30 mL d’une solution
proche de celle retrouvée dans I’intestin (The United States Pharmacopiae, 1990). Cette

solution a été préparée avec :

- 6,8 g de phosphate de sodium monobasique (Laboratoire Mat,
Beauport, QC)

- 90 mL d’une solution d’hydroxyde de sodium (0,2 N, Laboratoire Mat,
Beauport, QC)

- 10,0 g de pancréatine de porc (activit¢ au moins équivalente au

spécification U.S.P., Sigma, Oakvile, ON)
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Apreés agitation, le pH de la solution a été ajusté a 7,5 + 0.1 a I’aide d’une solution
d’hydroxyde de sodium (0,2 N). Le volume a finalement été complété a un litre avec de

|’eau distillée.

Aux temps t = 0, puis 30 min, 60 min, 90 min et 2, 3, 4, 5 et 6 heures d’incubation,
des prélévements de 1 mL ont été effectués dans cette solution intestinale contenant les

billes.

Dosage des micronutriments

Sur chaque prélevement, un dosage de micronutriments a été réalisé selon le
protocole utilisé pour I’étude de la stabilité des micronutriments, c’est-a-dire par HPLC
pour les vitamines et par spectrométrie par absorption atomique pour le minéral, selon les

méthodes préalablement décrites ci haut.
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4. ANALYSES STATISTIQUES

Le dispositif expérimental utilisé dans 1’étude microbiologique consiste en un bloc
complet aléatoire de (4 x 3 x 5 x 3) échantillons, soit 4 types bactériens, 3 types de
boisson, 5 temps de prélévement et 3 degrés d’inoculum. Les analyses de I’étude de
stabilité des micronutriments ont été réalisées selon un bloc complet aléatoire de (10 x 11
X 2 x 2) échantillons, soit 10 micronutriments, 11 temps de prélévement, 2 températures
et 2 degrés d’humidité relative. Le dispositif expérimental utilisé dans les analyses de la
force et de la déformation a la rupture consiste en un bloc de 40 échantillons soit 4 types
de billes (AN-recette n°1, AF-recette n°2, CN-recette n°3 et CF-recette n°4) x 10 billes
par test. Les analyses de la perméabilité a la vapeur d’eau ont été réalisées sur 12
échantillons répartis comme suit : 4 types de films (AN, AF, CN et CF) x 3 films par test.
Pour I’étude de gonflement, les analyses ont été réalisées sur 60 échantillons soit 4 types
de billes (alginate natif, alginate fonctionnalisé, chitosane natif et chitosane
fonctionnalisé) x 15 temps de mesure. Les analyses concernant la stabilité des
micronutriments encapsulées ont été réalisées selon un bloc complet aléatoire de (3 x 4 x
8 x 2 x 2) échantillons, soit 3 micronutriments, 4 types de billes, 8 temps de prélévement,
2 températures et 2 degrés d’humidité relative. Finalement, les analyses de la libération
contrdlée ont été réalisées selon un bloc complet aléatoire de (3 x 4 x 11) échantillons,

soit 3 micronutriments, 4 types de billes et 11 temps de prélévement.

Toutes ces expériences ont été réalisées en duplicata. Les résultats on été recueillis
sur Microsoft Excel (Microsoft Office, version XP, Microsoft Corporation, USA). Les
analyses statistiques ont été effectuées sur les données brutes a I’aide du logiciel SPSS
(Version 6.1, SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Une analyse multifactorielle de la variance
(ANOVA) a été effectuée pour déterminer la signification ou non de chacun des
paramétres. Les moyennes ont ét€é comparées avec le test de la plus petite différence
significative (LSD, "Least Significant Difference”) lorsqu’il y avait plus de deux groupes,
ou par un test f de (Student ¢ test) lorsqu’il y avait deux groupes. La différence entre les

moyennes a été considérée significative lorsque p < 0,05.



RESULTATS
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1. ACTIVITE ANTIBACTERIENNE DE LA BOISSON RECONSTITUEE

1.1.Cinétique d’inhibition de la croissance bactérienne

1.1.1. Escherichia coli

La cinétique d’inhibition d’Escherichia coli, et plus particuliérement |’effet du
type de boisson sur sa croissance sont présentés a la figure 4 et au tableau IV qui s’y

rattache.

Les résultats montrent que quelque soit le degré de contamination initiale de I’eau
servant a la reconstitution de la boisson, la population bactérienne présente dans la

boisson sans acide (témoin) est stable pendant la période d’analyse, soit 180 min.

En présence des acides organiques comme en présence de 1’acide minéral, de
10? bactéries / mL, la population bactérienne décroit rapidement pour atteindre un niveau
non détectable apreés 180 min de contact. Aux temps intermédiaires (5, 10 et 60 min), le
contenu en micro-organismes mesuré en présence des acides organiques est supérieure
(p £ 0,05) a celui mesurée en présence de I’acide minéral. Ainsi, a t = 60 min, la
population - bactérienne présente dans la boisson contenant I’acide minéral était de
1,54 £ 0,13 log de UFC comparativement a 0,68 + 0,09 log de UFC dans la boisson
contenant les acides organiques. Les résultats montrent qu’en présence de
10° bactéries / mL, I’activité antibactérienne en présence des acides organiques est plus

importante et plus rapide qu’en présence de I’acide minéral.

A un degré de contamination plus élevé (10° bactéries / mL), des diminutions de la
population bactérienne ont été observées en présence de l’acide minéral et plus
remarquablement en présence des acides organiques, et ce aprés 5 min de contact
seulement. Au terme de 1’expérience, la population bactérienne était de 2,99 + 0,10 log de

UFC et de 2,54 = 0,13 log de UFC en présence de I’acide minéral et des acides



56

organiques respectivement (représentant des diminutions significatives (p < 0,05) de

40,09 % et 50,00 %).

Pour ce degré de contamination initiale (10° bactéries / mL), les acides organiques
et minéral affectent significativement (p < 0,05) la croissance bactérienne, mais seulement

apreés 180 min de contact.

Pour un inoculum initial 107 bactéries / mL, aprés 180 min de contact, des
diminutions de 20,86 % de la population bactérienne (soit 5,54 £ 0,60 log de UFC) en
présence des acides organiques et de 17,71 % en présence de 1’acide minéral (soit
5,76 + 0,41 log de UFC) ont été enregistrées. Pour ce degré de contamination et au terme
de l’expér.ience, les différences observées entre I’activité inhibitrice des deux types
d’acide ne sont pas significative (p > 0,05). Les valeurs brutes de 1’analyse de la variance

sont présentées dans I’appendice D
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Figure 4 — Cinétique d’inhibition de la croissance d’Escherichia coli selon le degré de
contamination initiale : a) 10° bactéries / mL, b) 10° bactéries / mL et
¢) 107 bactéries / mL.

1,2, 3 Pour un degré de contamination initiale identique et pour un temps donné, des
chiffres différents indiquent une différence significative entre les types de boisson
(p<£0,05)



Tableau IV - Dénombrements bactériens (en log de UFC / mL) de Escherichia coli

Type de Temps

Degré de contamination initiale

boicson (mim) 10° bact. /mL 10° bact. /mL 107 bact. /mL
0 3,02 £0,03° 4,95+0,03° 7,01 £0,03°
Sans acide 5 2,99 +0,01° 4,90 +0,05° 6,87 +0,02°
(témoin) 10 2,97 +0,05° 5,00 £0,23° 6,95+ 0,02°
60 2,93 +0,08° 4,95 +0,08* 7,03+£0,01°
180 3,02 £0,04° 5,01 +0,05° 7,04 +0,02°
0 2,92 + 0,05 4,99 + 0,07 6,99 +0,11°
Acide 5 2,25 +0,03° 4,33 +0,07° 6,59 +0,23°
minéral 10 1,96 + 0,08° 4,35 +0,07° 6,25 +0,27°
(HCI) 60 1,54 +0,13¢ 3,69 £ 0,05° 6,22 +0,13°
180 N.DS* 2,99 +0,10° 5,76 0,411
0 3,15+ 0,00° 5,08 + 0,00 7,25 + 0,02°
Acides 5 2,49 +0,02° 4,35 +0,09° 6,34 +0,17°
organiques 10 2,33 £ 0,03° 4,43 +0,19° 6,33 + 0,06°
(originale) 60 0,68 + 0,09° 3,59 +0,22° 6,22 + 0,06°
180 N.D.! 2,54 +0,13¢ 5,54 + 0,60°

%b.c.dete: nour un méme type de boisson et pour un degré de contamination identique, les

lettres différentes indiquent une différence significative (p < 0,05) entre les temps. (le
temps n’a pas d’effet significatif sur les dénombrements effectués dans la boisson sans

acide).

N. D.: inférieure au niveau de détection (la valeur ‘‘0”’ a été attribuée dans I’analyse

statistique)
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1.1.2. Salmonella Typhi

La figure 5 et le tableau V correspondant présentent la cinétique d’inhibition de

Salmonella Typhi selon sa concentration initiale, en présence de différents acides.

Tel qu’observé pour Escherichia coli, 1a population bactérienne présente dans la
boisson sans acide (témoin) est stable quelque soit le degré de contamination initiale de

I’eau.

Pour le plus faible degré de concentration initiale (10° bactéries / mL), une
absence totale de la population bactérienne est observée aprés 180 min de contact entre
les bactéries et les acides (en présence d’acide minéral ou des acides organiques). Le
pouvoir antibactérien de la boisson contenant les acides organiques est plus important et
plus rapide que celui de la boisson contenant I’acide minéral. La nature des acides affecte
de manicre significative (p < 0,05) affecte de maniére significative la croissance

bactérienne aux temps intermédiaires (5, 10 et 60 min).

Lorsque le degré de contamination initiale de I’eau de reconstitution est plus élevé
(10° bactéries / mL), la disparition de Salmonella Typhi en présence des acides
organiques (boisson originale) est totale aprés 180 min de contact. L’activité
antibactérienne de la boisson contenant 1’acide minéral est moindre : une population
bactérienne de 2,20 + 0,07 log de UFC est dénombrée au terme de 1’expérience. La nature
des acides ajoutés (minéral ou organique) affecte de maniére significative (p < 0,05) la
croissance de Salmonella Typhi aprés seulement 10 min de contact entre les bactéries et

la boisson.

Pour un inoculum de départ de 107 bactéries / mL, I’extinction compléte de la
population bactérienne n’a pas lieu, méme aprés 180 min de contact. Une nette réduction
de la population bactérienne est cependant observée en présence des acides organiques a
la fin de I’expérience (de 7,07 £ 0,12 a 2,74 £ 0,21 log de UFC, soit une diminution de

61,25 %). Par comparaison, la population bactérienne décroit seulement de 13,15 % en
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présence de 1’acide minéral pour la méme période de temps (les contenus bactériens étant
respectivement de 6,92 + 0,06 log de UFC 4t =0 et de 6,01 £ 0,21 log de UFC a t =
180 min). La nature des acides ajoutés affecte (p < 0,05) la croissance bactérienne dés
10 min de contact entre les bactéries et la boisson. Les concentrations bactériennes
déterminées a ce temps de contact sont alors de 5,78 + 0,12 log de UFC et 6,31 + 0,11 log
de UFC dans la boisson contenant respectivement les acides organiques et I’acide

minéral.
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Figure S — Cinétique d’inhibition de la croissance de Sal/monelle Typhi selon le degré
de contamination initiale: a) 10° bactéries / mL, b) 10° bactéries / mL et
¢) 107 bactéries / mL

1, 2, 3 Pour un degré de contamination initiale identique et pour un temps donné, des

chiffres différents indiquent une différence significative entre les types de boisson
(p <0,05)



Tableau V - Dénombrements bactériens (en log de UFC / mL) de Salmonella Typhi

Type de

Temps

Degré de contamination initiale

o (min) 10° bact. /mL 10° bact. /mL 107 bact. /mL
0 3,00 +0,02° 4,97 +0,05° 7,05 +0,24°

Sans acide 5 3,02 +0,06° 5,00+0,09° 7,00 +0,02°
(témoin) 10 2,88 +0,02° 4,99 +0,01° 7,02 +0,05°
60 2,95+0,02° 5,02 £0,02° 7,01 £0,10°

180 3,01 £0,00° 5,06 +0,03° 7,07 £0,02°

0 3,00 + 0,05 5,02 +£0,12° 6,92 + 0,06

Acide 5 2,51+0,16° 421 +0,34° 6,33 £0,16°
minéral 10 2,28 + 0,09° 4,35+0,23° 6,31+0,11°
(HCI) 60 1,96 + 0,06° 3,54 +0,28° 6,18 £ 0,02°
180 N, DS 2,20 £ 0,07° 6,01 0,211

0 3,04 0,06 5,02 0,16 7,07 £0,12°

Acides 5 1,30 + 0,04° 4,00 +0,20° 6,45+0,11°
organiques 10 1,30 £ 0,02° 2,82 +0,30° 5,78 £ 0,12¢
(originale) 60 1,24 +0,01° 2,04 +0,11¢ 5,22 + 0,361
180 N.D.° 2,74 +0,21°

N.D.*

ab.c.dete: hour un méme type de boisson et pour un degré de contamination identique, les

lettres différentes indiquent une différence significative (p < 0,05) entre les temps. (le
temps n’a pas d’effet significatif sur les dénombrements effectués dans la boisson sans

acide).

N. D.: inférieure au niveau de détection (la valeur ‘‘0°” a été attribuée dans I’analyse

statistique)
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1.1.3. Serratia liquefaciens

La cinétique d’inhibition de la croissance de Serratia liquefaciens est présentée a

la figure 6 et au tableau VI.

La population bactérienne présente dans la boisson sans acide (témoin) est stable

(p>0,05)de t=0at= 180 min, pour les trois degrés de contamination initiale.

La diminution de la concentration de Serratia liquefaciens dans la boisson
contenant les acides organiques sur est drastique lorsque la contamination initiale de ’eau
est de 10’ bactéries/ mL. Au cours des cinq premiéres min de contact, la population
bactérienne décroit rapidement pour atteindre un niveau non détectable (inhibition totale)
en présence des acides organiques. A ce méme temps de contact, une population
bactérienne de 2,47 £ 0,12 log de UFC a été enregistrée en présence de I’acide minéral.
L’absence totale de la population bactérienne en présence de I’acide minéral est
cependant observée, mais seulement aprés 180 min de contact entre Serratia liquefaciens
et la boisson reconstituée. L’activité inhibitrice des acides organiques sur la population
bactérienne est significativement (p < 0,05) supérieure a celle de I’acide minérale a partir

de 5 min d’expérimentation.

Pour un degré de contamination initiale de 10° bactéries / mL, une destruction
compleéte de la population de Serratia liquefaciens en présence des acides organiques est
enregistrée au terme de I’expérience. Pour cette méme période, mais en présence d’acide
minéral, une concentration finale de log de 2,26 + 0,04 UFC a été observée. La nature de
l'acide ajouté affecte (p < 0,05) la croissance bactérienne aprés 10 min de contact. Les
concentrations bactériennes étaient alors de 2,82 + 0,07 log de UFC dans la boisson

contenant les acides organiques et 3,77 + 0,02 log de UFC pour celle contenant 1’acide

minéral.
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Au niveau de contamination initiale maximum (10’ bactéries / mL), une
disparition totale de la population de Serratia liquefaciens a également été remarquée en
présence d’acides organiques, et ceci aprés seulement 60 min de contact. Pour cette méme
période, une diminution de 40,20 % de la population bactérienne en contact avec ’acide
minéral a été notée. Au terme de I’expérience, la population bactérienne présente dans la
boisson contenant I’acide minéral est de 3,06 £ 0,05 log de UFC (vs. 7,04 £ 0,03 a t = 0).
L’activité¢ antibactérienne des acides organiques sur Serratia liquefaciens est
significativement (p < 0,05) supérieure a celle de I’acide minéral dés les 5 premiéres min

de ’expérience.
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Figure 6 — Cinétique d’inhibition de la croissance de Serratia liquefaciens selon le
degré de contamination initiale : a) 10° bactéries / mL, b) 10° bactéries / mL et

¢) 107 bactéries / mL
1,2, 3 Pour un degré de contamination initiale identique et pour un temps donné, des

chiffres différents indiquent une différence significative entre les types de boisson
(p £0,05)



Tableau * VI

Dénombrements

Serratia liquefaciens

bactériens

(en log de UFC / mL) de

Degré de contamination initiale

:Z::::: :::’)s 10° bact. /mL 10° bact. /mL 10" bact. /mL

0 3,00 £0,01° 5,02+0,05° 6,96 £ 0,07°

Sans acide 5 2,95 +0,05° 4,87+0,01° 7,00 +0,02°

(témoin) 10 2,90 £0,04° 4,91 £0,01° 6,95+0,01°

¢ 60 3,08 £ 0,05° 5,01+0,05° 7,02 +0,01°

180 3,06 £0,02° 5,06 +0,02° 7,02 £0,40°

0 2,99 + 0,06° 5,06 + 0,03 7,04 + 0,03

Acide 5 2,47 +0,12° 3,30 +£0,07° 5,63 +0,07°

minéral 10 1,36 + 0,10° 3,77 £ 0,02° 531%0,07°

(HCI) 60 0,63 % 0,29 2,48 + 0,06 4,21 +0,50°

180 N.D* 2,20 + 0,04° 3,06 + 0,05°

0 3,00 £ 0,09° 5,00 + 0,00 7,00 % 0,00°

Acides 5 N.D.° 3,01+0,07° 4,04 +0,07°

organiques 10 N.D. 2,82 +0,07° 4,50 +0,12°
(originale) 60 N.D. N.D.* N.DS
180 N.D.” N.D¢ N.D°

ab.c.dete: hour un méme type de boisson et pour un degré de contamination identique, les

lettres différentes indiquent une différence significative (p < 0,05) entre les temps. (le
temps n’a pas d’effet significatif sur les dénombrements effectués dans la boisson sans

acide).

N. D.: inférieure au niveau de détection (la valeur “‘0’” a été attribuée dans I’analyse

statistique)
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1.1.4. Mélange des 3 souches

Les effets de I’acide minéral et des acides organiques sur la croissance du mélange
des trois souches bactériennes sont présentés a la figure 7 et au tableau VII correspondant.
Tel qu’observé pour chaque souche individuellement, la population bactérienne de la
boisson sans acide (témoin) est stable au cours de I’expérience, quelque soit le degré de

contamination initiale.

A un niveau de contamination initial de 10 bactéries / mL, la croissance
bactérienne est totalement inhibée aprés 60 min d’expérience en présence d’acides
organiques et minéral. La nature des acides contenues dans la boisson affecte
significativement (p < 0,05) la croissance bactérienne a partir de 10 min de contact entre
les acides et les bactéries. En effet, a t = 10 min, les dénombrements bactériens sont de
2,53 £ 0,03 log de UFC et de 2,21 £+ 0,19 log de UFC respectivement dans la boisson

contenant I’acide minéral et celle contenant les acides organiques.

Lorsque le degré de contamination initial est de 10° bactéries / mL, Iactivité
antibactérienne de la boisson contenant les acides organiques est supérieure (p < 0,05) a
celle contenant 1’acide minéral a partir de 60 min de contact. A 60 min de contact, la
population bactérienne en présence des acides organiques atteint un niveau non détectable
alors qu’elle est de 2,43 *+ 0,08 log de UFC en présence de ’acide minéral. Ce qui

démontre encore la rapidité de 1’action de la boisson contenant les acides organiques.

Enf}n, pour un degré de contamination initiale de 10’ bactéries / mL, seule une
diminution partielle de la population est observée aprés 180 min, quelque soit la nature de
I’acide présent dans la boisson. Des dénombrements bactériens en présence des acides
organiques de 3,67 = 0,08 log de UFC et de 4,83 + 0,09 log de UFC en présence de
I’acide minéral ont été enregistré aprés 180 min de contact. Malgré I’efficacité partielle de
la boisson contenant les acides organiques, elle reste significativement (p <0,05)
supérieure a ’efficacité¢ de la boisson contenant 1’acide minéral dés les cinq premiéres
min de I’expérience. Les concentrations bactériennes enregistrées a cette période sont
alors de 5,74 £+ 0,09 log de UFC en présence des acides citrique et ascorbique et de
6,37 + 0,18 log de UFC en présence de I’acide chlorhydrique.

i



68

a)
7,00 m Boisson sans acide (témoin)
6,00 . . . .
4 o Boisson sans acide + HCI (acide minéral)
5,00
§ 4,00 O Boisson originale (acides organiques)
o
o 3,00 - -
e B L T
= 2,00 °CE
1,00 | i
0.00 k gl 2| 2 2| 2 2 2 2 2
0 5 10 60 180
Temps (min)
b) 7,00
6,00
E 500
g 4,00 - -
o 3,00 .
o e
- 2,00 s
1,00 £\
0.00 S 1 2 2|2 23 2 3
0 5 10 60 180
Temps (min)
7,00
6,00
¢) 500
% 4,00 ; -
< 2,00 e
1,00 2 3 3
0,00 .
0 5 10

Temps (min)

Figure 7 - Cinétique d’inhibition de la croissance du mélange des 3 souches selon le
degré de contamination initiale : a) 10° bactéries / mL, b) 10° bactéries / mL et
c) 107 bactéries / mL

1, 2, 3 Pour un degré de contamination initiale identique et pour un temps donné, des
chiffres différents indiquent une différence significative entre les types de boisson

(p<0,05)
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Tableau VII - Dénombrements bactériens (en log de UFC) du mélange des 3 souches

Degré de contamination initiale

Type de Temps

10° bact. /mL 10° bact. /mL 10" bact. /mL

boisson (min.)
0 3,02+0,01° 4,98 +0,02° 7,02 +0,02°
Sans acide 5 2,97+0,02° 4,97+0,03° 6,99 +0,02°
(témoin) 10 2,89 +0,01° 4,90 £0,07° 6,92 +0,02°
60 3,03+0,02° 5,02+0,02° 7,02 40,01 °
180 3,08 +£0,02° 5,07+0,03° 7,05 +0,02°
0 3,02 + 0,06 5,04 + 0,06 7,00 £ 0,07°
Acide 5 2,66 +0,07° 4,31 £0,04° 6,37+ 0,18
minéral 10 2,53 +0,03° 3,83+ 0,07° 6,21 +0,07°
(HCI) 60 N.D. 2,43 £ 0,08¢ 5,74 + 0,49°
180 N.D.¢ N.D* 4,83 +0,09"
0 3,00 + 0,00° 5,00 + 0,00 7,00 + 0,00°
Acides - 5 2,56 +0,14° 4,02 +0,09° 5,74 £ 0,09°
organiques 10 2,21 £0,19° 3,76 +0,13° 5,79 +0,05°
(originale) 60 N.D.¢ N.D. 4,20 + 0,04°
180 N.D. N.D.¢ 3,67 + 0,08°

&b dete: hour un méme type de boisson et pour un degré de contamination identique, les
lettres différentes indiquent une différence significative (p < 0,05) entre les temps. (le

temps n’a pas d’effet significatif sur les dénombrements effectués dans la boisson sans
acide).
N. D.: inférieure au niveau de détection (la valeur ‘0> a été attribuée dans I’analyse

statistique) -
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1.2.Evolution du pH et taux de dissociation des acides organiques

1.2.1. Escherichia coli

Les variations du pH et de la concentration en acide organique sous forme non
dissocié se sont révélées identiques, quelque soit le degré de contamination initial. La
figure 8 et le tableau VIII représentent une moyenne des valeurs de pH et de la
concentration des acides organiques non dissociés des trois degrés de contamination (10°,

10° et 107 bactéries / mL).

Le pH de la boisson sans acide (boisson témoin) est stable au cours de
I’expérience. Le pH des boissons contenant I’acide minéral et les acides organiques est
également stable durant I’expérience. En 180 min, ils évoluent de 3,21 + 0,01 a
3,49 £0,10 en présence d’acide minéral et de 3,19 £+ 0,17 a 3,43 + 0,05 en présence
d’acides organiques. La nature de l'acide contenu dans la boisson ne modifie pas
(p>0,05) I'évolution du pH de la boisson. Or, lors du dénombrement bactérien, une
inhibition plus importante a été observée en présence d’acides organiques vs. acide
minéral. Le pH acide ne semble donc pas étre le seul acteur de I’activité antibactérienne

de la boisson.

Pour expliquer les différences d’activité antibactérienne observées entre les acides
organiques et 1’acide minéral, les concentrations de la forme non dissociés des deux
acides organiques présents dans la boisson originale ont été déterminées. Selon la formule
utilisée (voir page 36), la concentration en acide organique non dissocié diminue lorsque
le pH augmente. Bien qu’elle diminue au cours de I’expérience, la concentration en acide
ascorbique non dissocié reste importante (de 2,95 g/ L pourt=042,12 g /L pour t = 180
min). La concentration en acide citrique non dissocié est quasi stable pendant les 180 min

de I’expérience : une diminution de 0,33 g/L 40,31 g/ L a été enregistrée.
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Figure 8 — Evolution du pH et de la concentration en acides organiques sous forme

non dissociée pour Escherichia coli en fonction du temps
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Tableau VIII - pH et concentrations de la forme non dissociée des acides organiques

(g / L) pour Escherichia coli

Concentration en acide

Concentration en acide

Temps pH citrique non dissocié  ascorbique non dissocié
(min.) (mesuré) (calculée) (calculée)
(g/L) (g/L)
0 5,97 +0,23? s/o s/o
5 6,15+0,17% s/o s/o
Sans 10 622+0,17° s/o s/o
acide
60 6,22 +0,18* s/o s/o
180  6,31+0,18° s/o s/o
0 3,21+0,01° s/o s/o
5 3,30 £ 0,06° s/o s/o
Acide
miné- 10 3,37 +0,09° s/o s/o
ral
60 3,44+0,11° s/o s/o
180  3,49+0,10° s/o s/o
0 3,19+0,17° 0,33 +0.007" 2,95 +0.32!
5 3,19+0,17° 0,33 + 0.002' 2,95+ 0.16'
Acides
orga- 10 3,19+0,19° 0,33 + 0.002' 2,95 + 0.0091
niques
60 3,41 +£0,04° 0,31 £0.010' 2,18 +0.017>
180  3,43+0,05° 0,31 +0.001" 2,12 +0.0212

®® Pour un temps donné, les lettres différentes indiquent une différence significative entre
les types de boisson (p < 0,05)

"2 L ’analyse statistique a été faite dans le temps. Les temps 0, 5, 10, 60 et 180 min ont
été comparé ensemble pour chaque type de boisson. Les lettres différentes indiquent une
différence significative entre les types de boisson (p < 0,05)

s/o : sans objet
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1.2.2. Salmonella Typhi

Les moyennes des pH et des concentrations en acides organiques non dissociés

enregistrés lors de I’expérience sont présentées a la figure 9 et au tableau IX.

En absence d’acide (boisson témoin), le pH est stable pendant 180 min.
L’augmentation des valeurs du pH (de 6,27 + 0,03 a 6,45 + 0,03) observée n’est pas
significative (p> 0,05). Le pH des boissons contenant des acides croit également de
maniére non significative (p > 0,05) au cours du temps. De 3,20 + 0,02. le pH de la
boisson contenant 1’acide iinéral augmente a 3,37 + 0,01 en 180 min. En présence
d’acide organique, le pH de la boisson varie de 3,32 + 0,01 4 3,47 + 0,06 en 180 min. De
plus, tel qu’observé lors de I’expérience avec Escherichia coli, les différences
enregistrées entre les valeurs de pH en présence d’acide minéral et des acides organiques

ne sont pas significatives (p > 0,05).

La concentration en acide ascorbique non dissocié diminue légérement de
2,49g/L a 1,99 g/ L en 180 min alors que la concentration acide citrique non dissocié

passe de 0,32 g/ L pourt =02 0,30 g/ L pour la méme période.
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Figure 9 — Evolution du pH et de la concentration en acides organiques sous forme

non dissociée pour Salmonella Typhi en fonction du temps



75

Tableau IX - pH et concentrations de Ia forme non dissociée des acides organiques

(g / L) pour Salmonella Typhi

Concentration en acide Concentration en acide

Temps pH citrique non dissocié  ascorbique non dissocié
(min.) (mesuré) (calculée) (calculée)
(g/L) (g/L)
0 6,27 +0,03® s/o s/o
5 6,28 £0,02° s/o s/o
Sans 10 632+0,01° s/o s/o
acide
60 6,39 + 0,04 s/o s/o
180  6,45+0,032 s/o s/o
0 3,20+ 0,02° s/o s/o
5 3,23+ 0,04° s/o s/o
Acide
miné- 10 3,27 +£0,04° s/o s/o
ral
60 3,33+£0,03° s/o s/o
180 337+0,01° s/o s/o
0 3,32+ 0,06° 0,32 + 0.005" 2,49 +0.25'
5 3,32 +£0,06° 0,32 + 0.003" 2,49+ 0.19"
Acides
orga- 10 3,35+0,07° 0,32 +0.007" 2,38 +£0.12'
niques
60 3,41 +£0,05° 0,31 £ 0.003" 2,18 +0.23'
180  3,47+0,06° 0,30 + 0.003" 1,99 + 0.26'

®® Pour un temps donné, les lettres différentes indiquent une différence significative entre
les types de boisson (p < 0,05)

12 1 ’analyse statistique a été faite dans le temps. Les temps 0, 5, 10, 60 et 180 min ont
été¢ comparé ensemble pour chaque type de boisson. Les lettres différentes indiquent une
différence significative entre les types de boisson (p < 0,05)

s/o : sans objet
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1.2.3. Serratia liquefaciens

La figure 10 et le tableau X présentent I’évolution du pH et de la concentration en

acides organiques non dissociés pour Serratia liquefaciens au cours du temps.

Tel qu’observé pour Escherichia coli et Salmonella Typhi, le pH de la boisson
sans acide (témoin) est stable durant toute ’expérience. Les valeurs du pH évoluent de
6,04 £ 0,03 4 6,33 + 0,04 en 180 min. Les valeurs du pH des boissons contenant des
acides n’évoluent pas non plus de maniére significative (p > 0,05) au cours de
I’expérience. En 180 min le pH de la boisson en présence des acides organiques est passé
de 3,21 £ 0,02 4 3,40 + 0,05. En présence de I’acide minéral, le pH de la boisson a évolué
de 3,21 + 0,09 a 3,30 £ 0,07, pour la méme période. Les valeurs de pH ne sont pas
affectées (p > 0,05) par la nature de l'acide (minéral ou organique) présent dans la
boisson. Les différences d’activités antibactériennes observées dans 1’étude de la
cinétique d’inhibition bactérienne ne peuvent donc pas étre imputées en totalité a I’acidité

du pH.

Les concentrations de la forme non dissociée des deux acides organiques présents
dans la boisson originale ont été calculées. De 0 a 180 min, la concentration en acide
ascorbique sous forme non dissocié¢ diminue légérement (de 2,87 g/ L 4 2,56 g/ L),

comme celle de ’acide citrique non dissocié (de 0,33 g/L 40,32 g/L).
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Figure 10 — Evolution du pH et de la concentration en acides organiques sous forme

non dissociée pour Serratia liquefaciens en fonction du temps
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Tableau X - pH et concentrations de la forme non dissociée des acides organiques

(g / L) pour Serratia liquefaciens

Concentration en acide Concentration en acide

Temps pH citrique non dissocié  ascorbique non dissocié
(min.) (mesuré) (calculée) (calculée)
(g/L) (g/L)
0 6,04 +0,03*% s/o s/o
5 6,08 £0,01°? s/o s/o
Sans 10 6,12+001° s/0 s/o
acide
60 6,21 +0,05° s/o s/o
180 6,33 £0,04° s/o s/o
0 3,21+0,02° s/o s/o
5 3,25+0,04° s/o s/o
Acide
miné- 10 3,31 +0,06° s/o s/o
ral
60 3,36 +0,07° s/o s/o
180 3,40 +0,05° s/o s/o
0 3,21 +£0,09° 0,33 +0.001" 2,87 +£0.12!
5 3,21 +£0,09° 0,33 £ 0.005' 2,87 +0.02"
Acides
orga- 10 324+0,09° 0,33 + 0.003' 2,77 £ 0.10"
niques
60 3,27 £0,09° 0,33 £ 0.001' 2,66 + 0.09"
180  330+0,07° 0,32 +0.007' 2,56 +0.19'

%% Pour un temps donné, les lettres différentes indiquent une différence significative entre
les types de boisson (p < 0,05)

12 L’analyse statistique a été faite dans le temps. Les temps 0, 5, 10, 60 et 180 min ont
été comparé ensemble pour chaque type de boisson. Les lettres différentes indiquent une

différence significative entre les types de boisson (p < 0,05)

s/o : sans objet
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1.2.4. Mélange des 3 souches

L’évolution du pH et de la concentration en acides organiques non dissociés sont

présentés a la figure 11 et au tableau XI qui s’y rattache.

Le pH de P’expérience réalisée sur les trois souches évolue comme le pH de
I’expérience menée sur chaque souche individuellement. Dans le cas de la boisson sans
acide (témoin), le pH augmente légérement pendant les 180 min de I’expérience, mais de
fagon non significative (p > 0,05). Dans le cas des boissons contenant des acides, les
variations de pH observées au cours du temps ne sont pas non plus significatives
(p > 0,05). Les valeurs varient respectivement de 3,23 + 0,04 a 3,37 + 0,07 pour la
boisson contenant 1’acide minéral et de 3,22 + 0,12 4 3,42 £ 0,11 pour celle contenant les
acides organiques. Tel qu’observé pour les trois souches individuellement, les différences
enregistrées entre les valeurs de pH en présence de I’acide minéral et des acides

organiques ne sont pas significatives (p > 0,05) pour le mélange bactérien.

Les concentrations en acide ascorbique non dissocié ont diminuées de 2,87 g/ L
pour t =0 4 2,56 pour t = 180 min. Celles de I’acide citrique non dissocié ont également

diminuées légérement de 0,33 g /L 40,32 g/ L.
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Figure 11 — Evolution du pH et de la concentration en acides organiques sous forme

non dissociée pour le mélange des 3 souches bactériennes en fonction du temps
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Tableau XI - pH et concentrations de la forme non dissociée des acides organiques

(g / L) pour le mélange des 3 souches

Concentration en acide Concentration en acide

Temps pH citrique non dissocié  ascorbique non dissocié
(min.) (mesuré) (calculée) (calculée)
(g/L) (g/L)
0 6,08? s/o s/o
5 6,12° s/o s/o
Sans 10 6,15 s/o s/0
acide
60 6,24* s/o s/o
180 6,32? s/o s/o
0 3,23b s/o s/o
5 3,240 s/o s/o
Acide
miné- 10 3,26° s/o s/o
ral
60 3,30° s/o s/o
180 3,37° s/o s/o
0 3,22° 0,33 + 0.005' 2,87 +0.14'
5 3,22° 0,33 £ 0.003' 2,87 £ 0.09'
Acides
orga- 10 3,26 0,33 + 0.001' 2,77 %+ 0.07"
niques
60 3,35° 0,32 + 0.001" 2,63 + 0.04
180 3,42° 0,31 £ 0.007' 2,58 +0.12°

%% Pour un temps donné, les lettres différentes indiquent une différence significative entre
les types de boisson (p < 0,05)

12 1 *analyse statistique a été faite dans le temps. Les temps 0, 5, 10, 60 et 180 min ont
été comparé ensemble pour chaque type de boisson. Les lettres différentes indiquent une
différence significative entre les types de boisson (p < 0,05)

s/o : sans objet
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2. STABILITE DES MICRONUTRIMENTS

2.1. Vitamines hydrosolubles

2.1.1. La vitamine B; (riboflavine)

Les figures 12 et 13 ainsi que le tableau XII montrent une importante réduction de
la teneur en vitamine B, de la boisson au cours des 9 mois d’expérimentation sous toutes

les différentes conditions de stockage.

Aprés 9 mois, des concentrations de 20,82 + 1,45 pg de vitamine B; par gramme
de poudre de boisson, représentant une diminution de 13,25 %, et de 19,66 +0,39 pg/ g
de poudre, représentant une diminution de 28,12 %, ont été enregistrées, pour les
échantillons entreposés respectivement a des humidités relatives de 56 % et 100 % sous
une température de 23°C. Pour les échantillons entreposés a 45°C, les concentrations
mesurées étaient de 17,25 £ 1,03 pg / g de poudre (soit une perte 18,08 %) a 56 %
d’humidité relative et de 13,94 + 1,12 pg / g de poudre (soit une perte de 41,92 %) a

100 % d’humidité relative pour cette méme période.

L’augmentation de la température de stockage (de 23°C a 45°C) affecte
significativement (p < 0,05) la concentration en vitamine B, de la boisson dés le 15°™
jour de stockage, et ce, pour les 2 degrés d’humidité relative. Aprés 15 jours
d’entreposage, des concentrations de 23,21 + 0,08 ug / g de poudre a 23°C vs. 22,47 +
0,07 pg / g de poudre a 45°C pour une humidité relative de 56 % ont été mesurées. A la
méme période, des concentrations de 23,09 + 0,09 pg / g de poudre a 23°C vs. 22,39 +
0,12 pg / g de poudre a 45°C ont été enregistrées dans les échantillons stockés a 100 %

d’humidité relative.
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Une augmentation du degré d’humidité relative de 56 % a 100 % affect également
(p £ 0,05) la concentration en vitamine B; & partir du jour 210 pour les échantillons placés
a 23°C et a partir du jour 150 pour ceux a 45°C Apres 210 jours de stockage, des
concentrations de 21,55 + 0,39 ug / g de poudre a 56 % H. R. vs. 19,86 £ 0,60 pug / g de
poudre a 100 % H. R. ont été observées pour les échantillons stockés a 23°C. Pour les
échantillons entreposés a 45°C, aprés 150 jours de stockage, des concentrations de 18,52
+ 0,73 pg/ g de poudre a 56 % H. R. vs. 17,35 £ 0,61 pug/ g de poudre a 100 % H. R. ont

été mesurées.

2.1.2. La vitamine Bs (pyridoxine)

La concentration en vitamine B¢ a également diminuée au cours de I’expérience
(figures 12 et 13, tableau XIII). Aprés 270 jours d’entreposage a 23°C, les concentrations
de la vitamine By étaient de 24,13 + 0,68 pg / g de poudre a 56 % d’humidité relative
représentant un pourcentage de perte de 13,82 % et de 17,95 £ 0,16 pg / g de poudre a
100 % d’humidité relative représentant 36,04 % de perte en 9 mois. Les concentrations
mesurées pour les échantillons stockés a 45°C étaient de 17,91 £+ 1,25 pg / g de poudre
(une diminution de 35,89 %) a 56 % d’humidité relative et de 17,34 + 0,47 pug / g de

poudre (une diminution de 38,07 %) a 100 % d’humidité relative.

Les résultats montrent qu’une augmentation de la température de stockage
entraine une perte significative (p < 0,05) de vitamine B¢ dans la boisson dés le premier
jour de I’expérience pour les échantillons entreposés a 56 % et 100 % d’humidité relative.
Le contenu en vitamine By de la poudre était alors de 27,67 + 0,47 pg / g de poudre a
23°C vs. 26,15 £ 0,07 pg / g de poudre a 45°C pour une humidité relative de 56 %. Pour
les échantillons entreposés a une humidité relative de 100% et pour la méme période, des
concentrations de 27,59 + 0,09 ng / g de poudre vs. 25,89 + 0,22 pug / g de poudre a 45°C

ont été observées.
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Un changement du degré d’humidité relative affecte significativement (p < 0,05)
la concentration en vitamine B¢ des échantillons entreposés a 23°C et a partir du jour 150.
Les concentrations observées étaient alors de 25,67 + 0,32 pg / g de poudre a 56 % H. R.
vs 23,33 £0,64 ug/ g de poudre a 100 % H. R.. A 45°C, les résultats montrent que
l’augmen.te;tion de ’humidité relative n’affecte pas de maniére significative (p > 0,05) sur

le contenu de la boisson en vitamine B,

2.1.3. Lavitamine B;; (cyanocobalamine)

La vitamine B, est une des trois vitamines hydrosolubles les plus sensibles a la
dégradation au cours de I’expérience (figures 12 et 13; tableau XIV). Aprés 270 jours
d’entreposage a 23°C et 56 % d’humidité relative, le pourcentage de dégradation de la
vitamine B, dans les échantillons était de 18,33 % (soit 0,098 + 0,005 pg / g de poudre)
contre 49,17 % (soit 0,061 £ 0,003 pg / g de poudre) 4 23°C et 100 % d’humidité relative.
Durant cette méme période, dans les échantillons entreposés a 45°C, les pourcentages de
perte observés étaient plus important encore : 34,17 % de perte 4 56 % d’humidité relative
et 59,17 % de perte 4 100 % d’humidité relative (correspondant respectivement a des

concentrations en vitamine B, de 0,078 £ 0,010 et 0,049 + 0,007 pg / g de poudre).

L’augmentation de la température affecte (p < 0,05) la concentration en vitamine
Bi2 de la boisson dés le premier jour d’entreposage, quelque soit le degré d’humidité
relative. Au jour 1, le contenu en vitamineB); était de 0,121 + 0,001 pg/ g de poudre a
23°C et 0,110 £ 0,001 pg/ g de poudre a 45°C pour les échantillons entreposés a 56 %
d’humidité relative. Pour ceux entreposés 4 100 % d’humidité relative, les concentrations
en vitamine B, étaient de 0,120 = 0,001 pg/g de poudre pg/g a 23°C et de
0,109 £ 0,003 pg/ g de poudre a 45°C.

Une augmentation du degré d’humidité relative entraine (p<0,05) une diminution

de la teneur en vitamine By, de la poudre, a partir du jour 90 pour les sachets de poudre de
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boisson placés & 23°C. Au jour 90, les concentrations mesurées étaient alors de
0,113 +0,003 png/g de poudre a 56% H. R. vs. 0,109 + 0,002 pg/g de poudre a
100 % H. R. Pour les échantillons entreposés a 45°C, I’augmentation du degré d’humidité
relative affecte (p < 0,05) la concentration en vitamine By a partir du jour 60. Au jour 60,
le contenu en vitamines By, était alors de 0,099 £ 0,002 ng /g de poudre a 56 % H. R.
contre 0,091 £ 0,002 nug / g de poudre a 100 % H. R..

2.1.4. La vitamine C (acide ascorbique)

Des pertes drastiques de vitamine C ont été enregistrées au cours de 1’expérience,
surtout dans les conditions extrémes de température et d’humidité relative. Les résultats
de I’étude de stabilité et les résultats de 1’analyse statistique sont présentés aux figures 12
et 13 et daﬁs le tableau XV. Aprés 270 jours de stockage a 23°C, la teneur en vitamine C
des échantillons a diminuée de 35,56 % a 56 % d’humidité relative et de 78,58 % a 100 %
d’humidité relative. Les concentrations en vitamine C étaient alors respectivement de
1856 + 59 ng de vitamine C/ g de poudre et 1513 £ 65 pg de vitamine C / g de poudre.
Pour cette méme période, mais a 45°C, les réductions en vitamine C observées étaient de
47.43 % & 56 % d’humidité relative avec une concentration de 617 + 62 pg/ g de poudre
et de 85.66 % a 100 % d’humidité relative avec une concentration de 413 £ 29 pg/gde

poudre.

Dés le premier jour d’entreposage, une augmentation de la température de
stockage entraine une diminution significative (p < 0,05) de la concentration en
vitamine C a 56 % et 100 % d’humidité relative. Pour les échantillons placés a 56 %
d’humidité relative, des concentrations de 2739 + 22 pg/gde poudre a 23°C vs.
2516 £ 25 pg/ g de poudre a 45°C ont été enregistrées au jour 1 d’entreposage. Pour les
échantillons placés a 100 % d’humidit¢ relative, des concentrations de
2713 £62 pg/ g de poudre a 23°C contre 2424 + 26 pg/gde poudre a 45°C ont été

mesurées dés le premier jour d’entreposage.
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Une augmentation du degré d’humidité relative entraine également une diminution
significative (p < 0,05) de la concentration en vitamine C aprés 90 jours pour les
échantillons entreposés a 23°C et apres 60 jours pour ceux placés a 45°C. Au jour 90, des
concentrations de 2516 + 33 pug/ g de poudre a 56 % H. R. vs. 2281 £ 17 nug/ g de poudre
a100 % H. R. ont été observées pour les échantillons stockés a 23°C. Pour ceux stockés a
45°C, des concentrations de 1586 £ 29 ng/ g de poudre a 56 % H. R. vs. 1425+ 46 pg/g

de poudre 4 100 % H. R. ont été mesurées aprés 60 jours

2.1.5. L’acide folique

Les résultats de I’étude sur le contenu en acide folique montrent que c’est la
vitamine hydrosoluble présente dans la boisson la plus dégradée au cours de I’expérience
(figures 12 et 13 et tableau X VI). Aprés 270 jours d’entreposage, des pertes de 62,14 % et
76,96 % ont €té enregistrées, respectivement a 56 % et 100 % d’humidité relative a 23°C.
De 5,60 pg/g de poudre, la concentration initiale en acide folique a chuté a
2,11 £ 0,26 pg/ g de poudre pour les échantillons entreposés a 56 % d’humidité relative
et a 2,04 £ 0,15 pg/ g de poudre pour ceux entreposés a 100 % d’humidité relative. Une
dégradation plus élevée de I’acide folique a été enregistrée a 45°C. Les pourcentages de
perte étaient de 63,57 % & 56 % d’humidité relative (soit une diminution de la
concentration de 5,60 a 1,29 £ 0,20 pg/g de poudre) et 78,39 % a 100 % d’humidité

relative (soit une diminution de la concentration de 5,60 a 1,21 £ 0,12 ug / g de poudre).

Les différences observées entre les deux températures d’entreposage sont
significatives (p < 0,05) & partir du premier mois de stockage pour les échantillons placés
a 56 % et 100 % d’humidité relative. Durant cette période, des concentrations de
4,94 +0,12 pg/g de poudre a 23°C vs. 4,35 + 0,14 pg/g de poudre a 45°C ont été
enregistrées a 56 % H. R. Pour cette méme période, a 100 % d’humidité relative des

concentrations de 4,85 £ 0,05 pg/ g de poudre vs. 4,21 + 0,23 pg/ g de poudre ont été
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mesurées. L’effet du degré d’humidité relative ne semble pas étre significatif sur la teneur

en acide folique de la boisson en poudre.

2.1.6. La niacine

De faibles réductions de la concentration en niacine dans la boisson ont été
enregistrées pendant la période expérimentale, quelques soit les conditions d’entreposage
(figures 12 et 13, et tableau XVII). Aprés 270 jours d’entreposage a 23°C et 56 %
d’humidité relative, le pourcentage de dégradation était de 10,89 % contre 15,52 % a
23°C et 100 % d’humidité relative. Les concentrations en niacine ont diminuées
respectivement de 205,60 pg/g de poudre a 183,17+0,92 pg/g de poudre (a
56% H.R.)eta 179,42 + 1,58 ng/g de poudre a 100 % H. R.). Pour la méme période,
les pourcentages de perte observés dans les cas des échantillons stockés a 45°C étaient :
12,74 % de perte a 56 % d’humidité relative (soit une concentration de 173,72 + 1,07
pg/ g de poudre) et 17,75 % de perte a 100 % d’humidité relative (soit une concentration

de 169,13 + 1,60 pg/ g de poudre).

Une augmentation de la température affecte significativement (p < 0,05) la
concentration en niacine de la boisson a partir du jour 90 & 56 % d’humidité relative et a
partir du jour 150 & 100 % d’humidité relative. Au jour 90, des concentrations de
193,82 £ 1,34 pg/ g de poudre a 23°C vs. 187,72 £ 0,94 pg/ g de poudre 4 45°C ont été
mesurées dans les sachets de poudre stockés a 56 % d’humidité relative. Pour ceux
stockées a 100% H. R des concentration de 185,43 + 1,87 pg/g de poudre a 23°C vs.
177,45 £ 3,52 pg/ g de poudre & 45°C ont été observées au jour 150.

L’augmentation de I’humidité relative affecte légérement (p < 0,05) la

concentration des échantillons stockés 4 23°C 2 partir du 30°™ jour d’expérience.
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Tableau XII - Concentrations en vitamine B, (ng / g de boisson en poudre) au cours

des 270 jours de stockage

Humidité relative

Temps (jours) Température 56% 100%
0 - 24 24
23°C 23,71 £ 0,08° 23,42 +0,07°
45°C 24,14 + 0,09° 23,47+ 0,07°
15 23°C 23,21 £ 0,08° 23,09 £ 0,09°
45°C 22,47 £ 0,07* 22,39+ 0,12%°
30 23°C 22,84 + 0,14 22,79 £ 0,07°
45°C 22,13 £ 0,05** 22,61 +0,8°
60 23°C 22,67 £0,12° 22,58 +0,09°
45°C 21,65 £ 0,06*° 22,27 +0,23°
90 23°C 22,58 + 0,16 22,35+0,18°
45°C 21,03 £ 0,12** 21,28 £ 0,13*°
120 23°C 22,37+ 0,09° 21,90 + 0,05°
45°C 20,62 + 0,16** 20,40 £ 0,03**
150 23°C 22,17+ 0,018° 21,49 + 0,60°
45°C 19,87 £ 1,42%° 18,77 £ 0,21*"
180 23°C 21,67 £ 1,65 21,08 + 1,30°
45°C 18,52 + 0,73*° 17,35+ 0,61*"
210 23°C 21,55+ 0,39° 19,86 + 0,60°
45°C 18,20 + 0,48** 16,55 + 1,05*°
240 23°C 21,52 £ 0,69° 19,53 £ 0,15°
45°C 17,56 + 1,70%* 15,97 + 0,69*"
270 23°C 20,82 + 1,45 19,66 + 0,39"
45°C 17,25 £ 1,03%* 13,94 + 1,12%°

* Pour un méme niveau d’humidité relative et pour un méme temps, la différence entre

les températures (23°C et 45°C) est significative (p < 0,05)

% Pour une méme température et pour un méme temps, la différence entre les niveaux

d’humidité relative (56% et 100%) est significative (p < 0,05)
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Tableau XIII - Concentrations en vitamine B¢ (ng / g de boisson en poudre) au cours
des 270 jours de stockage

Humidité relative

Temps (jours) Température 56% 100%

0 - 28,00 28,00
23°C 27,67 +0,47° 27,59 + 0,09
45°C 26,15 + 0,07*° 25,89 + 0,22*°

15 23°C 26,79 + 0,16 26,82 + 0,08"
45°C 25,80 + 0,23*° 25,26 +0,15%

30 23°C 26,57+ 0,21° 26,57 + 0,20°
45°C 25,32 £ 0,16%* 25,63 +0,10%°

60 23°C 26,33 + 0,07° 26,17 + 0,04°
45°C 24,91 + 0,10%° 24,83 + 0,10%°

90 23°C 25,91+ 0,15° 25,63 + 0,16
45°C 24,20 £ 0,16* 23,68 + 0,24*°

120 23°C 25,83 +0,18° 25,18 + 0,13
45°C 23,03 + 0,06*° 22,59 + 0,07*
150 23°C 25,67 + 0,32° 23,33 + 0,64°
45°C 21,98 + 0,15 21,87+ 0,18%
180 23°C 25,31 +0,50° 21,17 + 0,60°
45°C 20,86 + 0,20 20,06 + 0,13**
210 23°C 25,41 £ 0,61° 19,64 + 0,12°
45°C 21,08 + 0,79* 20,31 + 0,56*°
240 23°C 24,77 1,27 19,27 +0,81°
45°C 19,03 + 0,75 18,68 + 0,62**
270 23°C 24,13 + 0,68° 17,95+ 0,16°
45°C 17,91 + 1,25 17,34 + 0,47*

* Pour un méme niveau d’humidité relative et pour un méme temps, la différence entre

les températures (23°C et 45°C) est significative (p < 0,05)

%5 Pour une méme température et pour un méme temps, la différence entre les niveaux

d’humidité relative (56% et 100%) est significative (p < 0,05)
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Tableau XIV - Concentrations en vitamine B, (ug / g de boisson en poudre) au
cours des 270 jours de stockage

Humidité relative

Temps (jours) Température 56% 100%

0 - 0,120 0,120
23°C 0,121 +0,001° 0,120 +0,001°
45°C 0,110 £ 0,001* 0,109 + 0,003*°

15 23°C 0,118 £ 0,003 0,116 +0,001°
45°C 0,105 # 0,002* 0,099 + 0,002*°

30 23°C 0,116 £ 0,002° 0,112 + 0,002
45°C 0,101 +0,003* 0,094 + 0,002*°

60 23°C 0,114 + 0,002 0,114 + 0,002
45°C 0,099 + 0,002* 0,091 + 0,002*°

90 23°C 0,113 + 0,003 0,109 +0,002°
45°C 0,095 + 0,003* 0,086 + 0,005*°

120 23°C 0,111+ 0,004 0,103 +0,001°
45°C 0,091 + 0,004** 0,084 + 0,002*°
150 23°C 0,109 + 0,004 0,094 + 0,005°
45°C 0,087 + 0,005* 0,080 + 0,004*"
180 23°C 0,105 + 0,007 0,087 + 0,006"
45°C 0,083 + 0,006* 0,077 + 0,007*°
210 23°C 0,102 + 0,002° 0,084 + 0,012
45°C 0,073 + 0,007* 0,064 + 0,004*°
240 23°C 0,102 + 0,008 0,081 + 0,010
45°C 0,065 + 0,012** 0,053 + 0,005*°
270 23°C 0,098 + 0,005 0,078 + 0,010°
45°C 0,061 + 0,003** 0,049 + 0,007*°

* Pour un méme niveau d’humidité relative et pour un méme temps, la différence entre
les températures (23°C et 45°C) est significative (p < 0,05)

%° Pour une méme température et pour un méme temps, la différence entre les niveaux
d’humidité relative (56% et 100%) est significative (p < 0,05)
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des 270 jours de stockage
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Humidité relative

Temps (jours) Température 56% 100%

0 - 2880 2880
23°C 2739 +22° 2713 + 62°
45°C 2516 + 25%° 2424 + 26%°

15 23°C 2701 £ 17° 2590 + 19°
45°C 1955 + 40%° 1776 + 10%*°

30 23°C 2616 +32° 2462 + 29°
45°C 1748 + 22%° 1588 + 38*°

60 23°C 2562 + 24° 2414 + 55°
45°C 1586 + 20%* 1425 + 46*°

90 23°C 2516 + 33° 2281 +17°
45°C 1313 + 52%° 1184 + 38*°

120 23°C 2460 + 33° 2188 + 49°
45°C 1251 + 36%° 1054 + 30*°
150 23°C 2358 + 32° 1963 + 39°
45°C 1131 £29%° 925 + 37*°
180 23°C 2211 +59° 1843 + 63"
45°C 960 + 56*° 802 + 28*"
210 23°C 2043 + 28° 1788 +47°
45°C 765 + 30%° 606 + 42*
240 23°C 1977 + 43° 1628 + 63°
45°C 728 + 37* 510 +38*°
270 23°C 1856 + 59° 1513 + 65"
45°C 617 £ 62* 413 +29*°

* Pour un méme niveau d’humidité relative et pour un méme temps, la différence entre

les températures (23°C et 45°C) est significative (p < 0,05)

% ® Pour une méme température et pour un méme temps, la différence entre les niveaux

d’humidité relative (56% et 100%) est significative (p < 0,05)
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Tableau XVI - Concentrations en acide folique (ng / g de boisson en poudre) au
cours des 270 jours de stockage

Humidité relative

Temps (jours) Température 56% 100%
0 - 5,60 5,60

1 23°C 5,39 + 0,05° 5,49 £0,13°
45°C 5,13 +£0,09° 5,12 £ 0,13

15 23°C 5,26 + 0,02° 5,14 +£0,19°
45°C 4,74 + 0,18° 4,84 +0,15°

30 23°C 4,94 +0,12° 4,85 £+ 0,05"
45°C 4,35+ 0,14* 4,21 +0,03*

60 23°C 4,62 + 0,26 4,16 £ 0,22°
45°C 3,72 £ 0,21* 3,54 £0,13*

90 23°C 4,37+ 0,27° 3,94 +0,13°
45°C 3,29 +£0,17* 2,57+ 0,16*

120 23°C 4,09 + 0,10° 3,66 £ 0,19"
45°C 2,80 £ 0,14** 2,21 +0,09*

150 23°C 3,65+0,10° 3,28 £0,10°
45°C 2,33 £ 0,07*° 2,00 £ 0,07+

180 23°C 2,75 + 0,06 2,88 +0,43°
45°C 1,96 + 0,07*° 1,76 £ 0,14*

210 23°C 2,52+ 0,14 2,67 £0,15
45°C 1,65 £ 0,14* 1,44 £0,12*°

240 23°C 2,37+0,14° 2,36 £0,19°
45°C 1,96 + 0,07*° 1,28 £ 0,19**

270 23°C 2,11 +£0,26 2,04 £ 0,15
45°C 1,29 + 0,20** 1,21 £ 0,12*a

* Pour un méme niveau d’humidité relative et pour un méme temps, la différence entre

les températures (23°C et 45°C) est significative (p < 0,05)

5 Pour une méme température et pour un méme temps, la différence entre les niveaux

d’humidité relative (56% et 100%) est significative (p < 0,05)
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Tableau I XVII- Concentrations en niacine (ug / g de boisson en poudre) au cours
des 270 jours de stockage

Humidité relative

Temps (jours) Température 56% 100%
0 - 205,60 205,60
1 23°C 205,63 +0,57° 204,93 £ 0,417
45°C 205,15 £ 0,45° 204,37 £ 0,33°
15 23°C 204,87 £ 0,19° 201,73 + 0,40°
45°C 203,92+ 0,61° 203,38 + 0,25°
30 23°C 201,18 +£0,74° 194,80 + 1,30
45°C 196,65 + 1,15° 195,71 + 2,05°
60 23°C 196,42 £ 0,53° 192,88 + 0,56
45°C 192,22 £ 0,51° 190,37 + 1,00°
90 23°C 193,82 + 1,34° 189,63 + 1,28°
45°C 187,72 + 0,94*° 184,08 + 0,94
120 23°C 191,55 + 0,917 186,78 + 1,22°
45°C 183,65 + 1,15*° 180,28 + 1,08*
150 23°C 188,77 £ 4,25° 185,43 + 1,87°
45°C 182,28 + 1,92 177,45 + 3,52*°
180 23°C 186,78 + 2,50° 183,33 £2,67°
45°C 179,33 £ 2,14*° 175,90 £2,11*
210 23°C 185,92 + 0,87° 184,2 + 0,96"
45°C 177,62 £+ 1,54%° 175,32 + 0,83*°
240 23°C 184,75 + 0,65° 183,6 +1,10°
45°C 175,9 £ 0,57** 173,58 + 0,72*°
270 23°C 183,17 £ 0,92° 179,42 + 1,58°
45°C 173,72 £ 1,07** 169,13 + 1,60**

* Pour un méme niveau d’humidité relative et pour un méme temps, la différence entre

les températures (23°C et 45°C) est significative (p < 0,05)

%° Pour une méme température et pour un méme temps, la différence entre les niveaux

d’humidité relative (56% et 100%) est significative (p < 0,05)
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2.2.Vitamines liposolubles

2.2.1. La vitamine E (acétated’a-tocophérol)

Le contenu en vitamine E de la boisson a diminué tout au long de I’expérience
(figures 14 et 15, et tableau XVIII). Du jour 1 au 9®™ mois, pour les échantillons
entreposés a 23°C, des réductions de 13,00 % et 21,59 % de la teneur en vitamine E ont
été enregistrées, respectivement a 56 % et 100 % d’humidité relative. De 420,00 pg/ g de
poudre, les concentrations en vitamine E ont diminuée 4 365,39 + 1,00 pg/ g de poudre
pour les échantillons entreposés a 56 % d’humidité relative. Pour ceux entreposés a 100
% d’humidité relative et pour la méme période, les concentrations ont diminuées de
420,00 pg/g de poudre a 359,87 + 2,24 ng/g de poudre. Durant cette période, les
pourcentages de perte en vitamine E, dans les échantillons entreposés a 45°C, étaient de
14,32 % a 56 % d’humidité relative, représentant une concentration de 329,32 + 1,61
ng / g de poudre. Pour la méme période, a 45°C et 100 % d’humidité relative une perte de
26,27 % a été enregistrée, correspondant a une concentration de 309,03 + 2,38 ng/g de

poudre.

Une augmentation de la température de stockage de 23°C a 45°C entraine une
diminution significative (p < 0,05) de la concentration en vitamine E des échantillons
placés & 56 % d’humidité relative a partir du jour 180. Des concentrations de
374,25 £ 12,50 pg/ g de poudre a 23°C vs. 349,30 £ 15,22 pg / g de poudre a 45°C ont
été enregistrées. L’augmentation de la température pour les échantillons placés a 100 %
d’humidité relative n’affecte pas de maniére significative (p > 0,05) la concentration en

vitamine E de la boisson et ce, durant toute la période d’entreposage.

Le degré d’humidité relative n’affecte pas (p > 0,05) la teneur en vitamine E dosée

quelque soit la température d’entreposage.
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2.2.2. La provitamine A

Des pertes drastiques de provitamine A ont été enregistrées au cours de
I’expérience, surtout dans les conditions de température (45°C) et d’humidité relative
(100%) élevées (figures 14 et 15). Apres 270 jours de stockage a 23°C, la teneur en
provitamine A des échantillons & diminuée de 31,33 % a 56 % d’humidité relative et de
69,48 % a 100 % d’humidité relative. Les contenus en provitamine A des sachets de
boisson en poudre étaient alors de 7,03 + 0,34 pg/gdepoudre et
4,61 + 0,48 ng/ g de poudre (le teneur initiale des échantillons en provitamine A était de
21,00 pg/gde poudre). Pour cette méme période, lorsque les échantillons ont été
entreposés a 45°C, les réductions observées étaient 30,48 % a 56 % d’humidité relative et
81,29 % a 100 % d’humidité relative. Les teneurs en provitamine A étaient de
6,41 £ 0,35 pg/ g de poudre et de 3,93 + 0,8 pg/ g de poudre respectivement, pour les

échantillons entreposés a 56 % et 100 % d’humidité relative.

Une augmentation de la température de stockage affecte (p < 0,05) la
concentration en provitamine A aprés 150 jours pour les échantillons placés a 56 %
d’humidité relative et aprés 15 jours seulement pour ceux placés a 100 % d’humidité
relative. Au jour 150, des concentrations de 17,13 +£0,18 pg/ g de poudre a 23°C vs.
11,05£ 0,11 pg/ g de poudre a 45°C ont été observées pour les échantillons entreposés a
56 % d’humidité relative. Au jour 60, des concentration en provitamine A de
18,21 £ 0,97 ng/ g de poudre a 23°C vs. 12,88 + 1,12 pg/ g de poudre a 45°C ont été

enregistrées pour les échantillons entreposés a 100 % d’humidité relative

L’augmentation du degré d’humidité relative entraine une diminution significative
(p < 0,05) de la teneur de la boisson en provitamine A seulement pour les échantillons
stockés a 45°C & partir du jour 60. Pour ces échantillons, des concentrations de
17,56 £ 0,74 pg/ g de poudre a 56 % H. R. vs. 12,88 + 1,12 ng/ g de poudre a 100 %

H. R. ont été mesurées au jour 60.
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Figure 14 - Stabilité des vitamines liposolubles apres 270 jours de stockage a 23°C :

a) 56 % H.R. et b) 100 % H. R.
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Tableau XVIII - Concentrations en vitamine E (ug / g de boisson en poudre) au
cours des 270 jours de stockage

Humidité relative

Temps (jours) Température 56% 100%
0 - 420 420
23°C 387,1+15° 384,0+9°
45°C 3926+ 16° 389,5+9°
15 23°C 386,33 £ 5,39 384,36+ 5,12°
45°C 385,51 £4,72° 386,58 + 6,24°
30 23°C 384,04 £19,93° 382,34 + 17,05°
45°C 380,16 + 24,15 382,91 £ 5,82°
60 23°C 380,78 £ 5,70 379,03 +3,70°
45°C 371,30 £ 35,74 379,10 £ 5,99"
90 23°C 378,30 + 6,34 376,54 + 4,19"
45°C 359,95 + 34,20° 376,67 £ 10,71°
120 23°C 375,89 + 34,53° 374,37 £23,31*
45°C 357,63 + 33,50° 373,07 + 16,49
150 23°C 374,99 + 7,04* 371,98 + 18,00
45°C 352,1 £ 16,36" 362,37 + 13,51°
180 23°C 374,25 + 12,50° 368,89 +21,91°
45°C 349,3 £ 15,22* 348,45 + 18,67
210 23°C 372,35 + 1,46 369,30 + 1,10°
45°C 342,26 + 1,22%° 332,82 + 1,96
240 23°C 369,37 +2,32° 364,74 £ 3,11°
45°C 336,62 + 1,26*° 326,98 + 2,10°
270 23°C 365,39 + 1,00° 359,87 + 2,247
45°C 329,32+ 1,61* 309,03 +2,38°

* Pour un méme niveau d’humidité relative et pour un méme temps, la différence entre
les températures (23°C et 45°C) est significative (p < 0,05)

%% Pour une méme température et pour un méme temps, la différence entre les niveaux
d’humidité relative (56% et 100%) est significative (p < 0,05)
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Tableau XIX - Concentrations en provitamine A (ng / g de boisson en poudre) au

cours des 270 jours de stockage

Humidité relative

Temps (jours) Température 56% 100%
0 - 21 21
1 23°C 18,4+0,8" 19,3 £0,4°
45°C 19,1+0,7° 18,7+0,2°
15 23°C 18,11 +2,29° 18,81 + 0,83
45°C 18,77 £ 0,59° 17,59 + 1,22°
30 23°C 18,40 + 0,43° 18,44 + 0,86
45°C 18,41 +1,28° 16,24 + 1,15°
60 23°C 17,93 +0,72° 18,21+ 0,97°
45°C 17,56 + 0,74° 12,88 + 1,12%°
90 23°C 17,60 £ 0,71 17,52 + 0,48°
45°C 14,73 + 0,96 9,36 + 0,63*°
120 23°C 17,08 + 0,27 17,12 + 0,63°
45°C 12,36 £ 0,75 7,85 + 0,34*°
150 23°C 17,13+ 0,18° 16,8 + 0,29°
45°C 11,05 £0,11* 6,41 +0,25*"
180 23°C 16,83 £ 0,16 15,96 + 0,19
45°C 9,75 + 0,26% 5,19 +0,29*°
210 23°C 16,24 +£0,14° 15,37 + 0,72°
45°C 8,59 + 0,33*° 5,29 +0,73%°
240 23°C 15,66 + 0,79° 15,03 + 0,75
45°C 7,03 + 0,34*° 4,61 +0,48*°
270 23°C 14,42 £ 0,59° 15,46 + 0,99°
45°C 6,41 £0,35* 3,93 +0,38*°

* Pour un méme niveau d’humidité relative et pour un méme temps, la différence entre

les températures (23°C et 45°C) est significative (p < 0,05)

%% Pour une méme température et pour un méme temps, la différence entre les niveaux

d’humidité relative (56% et 100%) est significative (p < 0,05)
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2.3. Minéraux

2.3.1. Le fer (citrate d’ammonium ferrique)

La concentration en fer soluble a diminuée réguliérement au cours des 270 jours
de stockage, surtout dans les conditions élevées de température et d’humidité relative
(figures 16 et 17). Du jour 1 au jour 270, des pourcentages de perte en fer soluble de
51,42 % et 69,26 % ont été mesurés, respectivement a 56 % et 100 % d’humidité relative
pour les échantillons stockés a 23°C. De 216,00 pg/ g de poudre, la concentration en fer
soluble a chuté¢ a 104,93 + 7,15 ug/gdepoudre a 56 % d’humidité relative et a
80,57 £ 8,67 ug/ g de poudre a 100 % d’humidité relative. Durant cette méme période et
pour les sachets stockés & 45°C, les pourcentages de perte enregistrés étaient 62,70 % a
56 % H. R. et de 7590 % & 100 % H. R. représentant des concentrations de
66,39 £ 6,09 pug/ g de poudre et de 52,05 + 9,64 pg / g de poudre, respectivement.

Les analyses statistiques, présentées dans le tableau XX, démontrent que la
température affecte (p < 0,05) la concentration en fer soluble & partir du jour 15 pour les
échantillons entreposés a 56 % d’humidité relative. Au jour 15, des concentrations de
157,87 = 13,14 pg/ g de poudre a 23°C vs. 149,08 £ 15,82 ug/ g de poudre a 45°C ont
été mesurées 4 56 % H. R. La température affecte (p < 0,05) la concentration en fer
soluble & partir du jour 30 pour les échantillons entreposés a 100 % d’humidité relative.
Les concentrations observées étaient alors de 102,04 £+ 13,50 pg/ g de poudre a 23°C vs.

100,41 + 12,69 pg / g de poudre a 45°C.

Les différences de concentrations en fer soluble observées pour une méme
température et a des degrés d’humidité relative différents sont significatives (p < 0,05) a
partir du jour 15 pour les échantillons entreposés & 23°C et & partir du jour 30 pour ceux
entreposés a 45°C. Au jour 15, des concentrations en fer de 157,87 £ 13,14 pg/g de
poudre & 56 % H. R. vs. 136,19 + 6.81 pg/ g de poudre a 100 % H. R. ont été observées
pour les échantillons stockés & 23°C. Pour ceux stockés a 45°C, des concentrations de
149,08 + 15,82 pg/ g de poudre a 56 % H. R. vs. 134,76 + 14,00 pug/g de poudre a

100 % H. R. ont été¢ mesurées aprés 30 jours d’entreposage.
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3. ENCAPSULATION DES MICRONUTRIMENTS

3.1. Caractérisation des billes

Quatre types de billes ont été préparés (tel que décrit page 41). Les billes sont de
forme sphérique. Elles ont un aspect gélatineux et mesurent environ 2 mm de diamétre.
Une photographie des billes est présentée a la figure 18. Au cours du séchage, les billes
deviennent relativement rigides. Le nom des billes a ét¢ donné en fonction de la substance
du cceur de la bille. Différentes propriétés physico-chimiques des billes ont été mesurées
et les propriétés du cceur des billes ont été comparées deux a deux pour étudier I’effet de
la nature du polymére (alginate, recette n® 1 vs. chitosane recette n® 3 et alginate

fonctionnalisé, recette n® 2 vs. chitosane fonctionnalisé, recette n° 4).

3.1.1. Force a la rupture

La force 4 la rupture correspond a la force qu’il faut appliquer pour casser la bille.
La force 4 la rupture permet donc de déterminer la résistance mécanique de la bille: plus
la bille est résistante, plus la force est élevée. Les résultats de 1’étude de la force a la
rupture sur les quatre types de billes sont présentés a la figure 19 et au tableau XXII

correspondant.

Les résultats montrent que les billes a base de chitosane présentent une force a la
rupture plus élevée, donc une meilleure résistance mécanique, que les billes & base
d’alginate. En effet, les forces a la rupture mesurées pour les billes de chitosane étaient de
4561 + 191 N x m™> et 4589+164N x m?, respectivement pour le chitosane non
fonctionnalisé et fonctionnalisé. Les forces a la rupture enregistrées pour les billes a base
d’alginate étaient de 2058 + 156 N x m™ et 2062 + 200 N x m™, respectivement pour
I’alginate non fonctionnalisé et fonctionnalisé. La nature du polymeére (alginate ou
chitosane) affecte significativement (p <0,05) les valeurs de la force a la rupture

observées.

La fonctionnalisation des polyméres n’entraine pas d’amélioration significative

(p > 0,05) de la force a la rupture. Les billes a base d’alginate ont des valeurs de force a la
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rupture de 2058 + 156 N x m? (pour les billes non fonctionnalisées) et
2062 +200 N x m™ (pour les billes fonctionnalisés). Dans les cas des billes & base de
chitosane, les valeurs étaient de 4561 + 191 N x m™ (pour les billes non fonctionnalisées)

et 4589 + 164 N x m™ (pour les billes fonctionnalisées)

1cm

Figure 18 — Photographie des billes
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Figure 19 — Force a la rupture des billes




Tableau XXII - Force a la rupture des billes
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Composition du cceur de la

Recette n° bille Force a la rupture (N x m?)
1 Alginate 2058 + 156
3 Chitosane 4561 +191°
2 Alginate fonctionnalisé 2062 £200°
4 Chitosane fonctionnalisé 4589 + 164"

2¢®. ne moyenne suivie d’une lettre différente est significativement différente (p < 0,05)
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3.1.2. Déformation a la rupture

La déformation a la rupture représente la déformation maximale que peut subir la
bille avant de se rompre. C’est donc, comme la force & la rupture, une mesure de la
résistance mécanique de la bille. Les propriétés de déformation & la rupture des quatre

types de bille sont résumées dans la figure 20 et le tableau XXIII.

Les résultats montrent que les billes & base d’alginate non fonctionnalisé et
fonctionnalisé ont des valeurs de déformation a la rupture respectives de 1,64 + 0,01 mm
et 1,59+ 0,02 mm. Dans les cas des billes a base de chitosane, les valeurs étaient de
1,64 + 0,02 mm et 1,55 £+ 0,01 mm respectivement pour les billes non fonctionnalisées et
fonctionnalisées. La nature du polymeére n’influe pas de maniére significative (p > 0,05)

sur les valeurs de déformation & la rupture.

La fonctionnalisation des polyméres affecte trés significativement (p < 0,05) les
valeurs de déformation a la rupture enregistrées. En effet, la fonctionnalisation des
polymeéres a engendré une diminution de la déformation a la rupture de 0,5 mm dans le

cas des billes a base d’alginate et de 0,9 mm dans le cas des billes a base de chitosane.

3.1.3. Viscoélasticité (coefficient de relaxation)

La viscoélasticité de la bille est la réponse mécanique de la bille face 4 une
pression mécanique. Plus la valeur est proche de 0 et plus la bille est souple. Les résultats
de I’étude de la viscoélasticité des quatre types de billes sont présentés dans la figure 21

et le tableau XXIV.

Les résultats présentent une meilleure viscoélasticité des billes & base de chitosane
que celles a base d’alginate. Des coefficients de relaxation de 0,56 = 0,05 et 0,62 + 0,03

ont été enregistrés pour le chitosane contre 0,78 + 0,03 et 0,85 £ 0,03 pour I’alginate. La
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nature du polymére utilisé dans la fabrication des billes affecte significativement la

viscoélasticité de celles-ci.

Les billes a base d’alginate fonctionnalisé ont une plus grande viscoélasticité que
celles a base d’alginate non fonctionnalisé. Les coefficients de relaxation mesurés sont
respectivement de 0,85 + 0,03 et 0,78 £ 0,03. La fonctionnalisation des polyméres a donc
apportée une amélioration significative (p < 0,05) sur la viscoélasticité des billes 4 base
d’alginate. Pour les billes a base de chitosane, les écarts type élevés ne permettent pas de
mettre en évidence I'importance de la fonctionnalisation des polymeéres sur la

viscoélasticité des billes.



112

1,68

1,64

1,60

1,56

1,52

Déformation a la rupture (mm)

148 ' ;
Alginate Alginate Chitosane Chitosane
fonctionnalisé fonctionnalisé

Composition du cceur de la bille

Figure 20- Déformation a la rupture des billes



Tableau XXIII - Déformation a la rupture des billes
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Composition du cceur de la

Déformation a la rupture

Recette n° bille (mm)
1 Alginate 1,64 +0,01°
3 Chitosane 1,64 +0,02*
2 Alginate fonctionnalisé 1,59 + 0,02
4 Chitosane fonctionnalisé 1,55 +0,01*

2¢b Une moyenne suivie d’une lettre différente est significativement différente (p < 0,05)

* Pour un méme type de polymere, 1’astérisque indique un effet significatif (p <0,05) de

la fonctionnalisation.
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Tableau XXIV - Viscoélasticité (coefficient de relaxation) des billes

Composition du cceur de la

Recette n° bille Viscoélasticité
1 Alginate 0,78 + 0,03?
3 Chitosane 0,56 + 0,05b
2 Alginate fonctionnalisé 0,85 + 0,03
4 Chitosane fonctionnalisé 0,62 +0,03°

*t> Une moyenne suivie d’une lettre différente est significativement différente (p £0,05)

* Pour un méme type de polymére, I’astérisque indique un effet significatif (p < 0,05) de
la fonctionnalisation.
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3.1.4. Perméabilité a la vapeur d’eau

La figure 22 et le tableau XXV représentent les résultats de I’étude de la

perméabilité a la vapeur d’eau sur les films correspondant aux quatre types de billes.

Les résultats montrent que les films 4 base de chitosane présentent une moins
grande perméabilité a la vapeur d’eau que les films a base d’alginate. La perméabilité des
films d’alginate est de 25,18 + 1,85 g x mm x m*/mmHg comparativement a
9,31 +£0,96g x mm x m'z/mmHg pour les films de chitosane. La nature du polymére
influence donc de maniére significative les valeurs de la perméabilité¢ des films a la

vapeur d’eau.

La fonctionnalisation des polyméres permet de diminuer significativement
(p<0,05) la perméabilité des films 4 la vapeur d’eau. Dans le cas des films a base
d’alginate, la perméabilit¢é & la vapeur d’eau aprés 24 heures est de
25,18+ 1,85 g x mm x m'2/mmHg lorsque le polymére n’est pas fonctionnalisé contre
21,13+ 1,63 g x mm x m'z/mmHg lorsqu’il est fonctionnalisé. Pour les films a base de
chitosane, la perméabilit¢ & la vapeur d’eau aprés 24 heures diminue de
9,31 £0,96 g x mm x m'z/mmHg a7,61+0,56 g x mm x m'z/mmHg lorsque le polymeére

est fonctionnalisé.
3.1.5. Gonflement

Le test de gonflement permet d’évaluer la cinétique d’absorption de I’eau par les
billes (le gonflement) et ces résultats sont présentés a la figure 23 et au tableau XXVI. Un

gonflement de 100 % correspond a un doublement de volume de la bille.

Les résultats obtenus montrent que les billes a base d’alginate ont absorbés moins
d’eau que celles & base de chitosane. En effet, aprés 48 heures, le pourcentage de
gonflement des billes 4 base d’alginate était respectivement de 76.57 = 5.77 %

comparativement & 126.67 = 5.77 %, donc le volume de la bille a plus que doublé. La
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figure 23 montre également que les billes a base d’alginate atteignent plus vite leur valeur
quasi maximale de gonflement (aprés environ 3 heures de trempage) que celles a base de
chitosane (aprés environ 6 heures de trempage). Les résultats démontrent que la nature du

polymére influence donc significativement (p < 0.05) le gonflement des billes.

Comme observé sur les certaines autres propriétés rhéologiques des billes, la
fonctionnalisation permet d’améliorer de maniére significative (p < 0.05) la cinétique
d’absorption de I’eau par les billes. La fonctionnalisation a permis de réduire de 76,67 %
a 60 % le taux d’absorption d’eau des billes a base d’alginate en 48 heures. Dans le cas
des billes a base de chitosane, I’amélioration est plus importante : une augmentation du
volume de 126,67 % a été enregistrée pour le polymeére non fonctionnalisé (recette n°3),
contre 96.67 % pour le polymére fonctionnalisé (recette n°4)en 24 heures. L’évolution du

gonflement des billes au cours du temps est constant.
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Figure 22 — Perméabilité a la vapeur d’eau aprés 24 heures
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Tableau XXV - Perméabilité a la vapeur d’eau aprés 24 heures

A

Perméabilité a la vapeur d’eau (g.mm.m-

Type de bille 2/mmHg)
Alginate 25.18 +1.85%
Alginate fonctionnalisé 21.13 + 1.63"
" Chitosane 9.31 £0.96"
Chitosane fonctionnalisé 7.61 £ 0.56"

2¢ b pour un méme type de traitement (non fonctionnalisé ou fonctionnalisé), les lettres
différentes indiques un effet significatif (p < 0.05) de la nature du polymére.

* Pour un méme type de polymére, I’astérisque indique un effet significatif (p < 0.05) de
la fonctionnalisation.
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Tableau XXVI — Etude du gonflement : augmentation du volume des billes en

fonction-‘du temps (en %)

Type de billes
Alginate Chitosane
Temps Alginate Chitosane

fonctionnalisé fonctionnalisé

0 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00* 0,00 + 0.00*
1min.  2333%577*  20,00+10,00®° 26,67 +5,77° 16,67 £5.77°
5 min. 36,67 +5,77° 3333+5,77° 46,67 +5,77° 36,67 +5.77°
10 min. 4333+5,77° 43,33 +5,77° 60,00+ 0,00°  46,67+5.77%
20 min. 46,67 £5,77*  40,00+10,00*° 80,00 £0,00° 5333+11.55%
30 min. 46,67+5,77*  40,00+10,00° 90,00+0,00° 5333+11.55%
1heure' 50,00 +10,00° 4333+11,55* 96,67+577° 60,00+ 10.00™
1heure30 50,00 £10,00®° 4333 +11,55° 96,67+5,77° 63,33+11.55"
2 heures: 56,67 +5,77" 46,67 +5,77% 100,00 £0,00° 70,00 £ 0.00°
3 heures-  63,33+5,77%  50,00+0,00° 103,33+5,77° 73,33+5.77%
4heures  6333%577°  50,00£0,00"  10333£577°  76,67+577"
5 heures 63,33+5,77*  50,00+0,00°  110,00+0,00° 80,00 +0.00"
6 heures  63,33+5,77°  50,00+0,00°  113,33+5,77° 86,67+5.77"
12 heures 63,33 +5,77° 50,00+ 0,00  11333+5,77° 86,67 +5.77%
24 heures- 66,67 £5,77°  50,00+0,00" 116,67 +5,77° 86,67 £577%
48 heures - 76,67 +5,77° 60,00+ 000" 126,67 +5,77° 96,67 +5.77%

2¢tb Pour un méme type de modification (non fonctionnalisé ou fonctionnalisé), les lettres
différentes indiques un effet significatif (p < 0,05) de la nature du polymére.

* Pour un méme type de polymeére, I’astérisque indique un effet significatif (p < 0,05) de
la fonctionnalisation.
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3.2. Stabilité des micronutriments encapsulés

3.2.1. Vitamine C

Les figures 24 et 25 (ainsi que les tableaux XXVII et XXVIII correspondant)
montrent la stabilité de la vitamine C encapsulée aprés 6 mois de stockage a 23°C et 45°C

respectivement.

La rétention de la vitamine C encapsulée est toujours supérieure a la rétention de
la vitamipe C libre au terme de I’expérience (soit 180 jours), quelques soient la
température (23°C ou 45°C), I’humidité relative (56 % ou 100 %) et la nature du

polymeére (alginate, alginate fonctionnalisé, chitosane ou chitosane fonctionnalisé).

La température affecte (p < 0,05) la rétention de la vitamine C dans les billes, mais
dans une moindre mesure que dans le cas de la vitamine C non encapsulée. Par exemple,
une diminution de la rétention en vitamine C de 87,69 % et 84,97 % a été enregistrée pour
les billes d’alginate entreposées respectivement a 23°C et 45 °C, aprés 6 mois et & 56 %
d’humidité relative. A titre de comparaison, des valeurs de 76,77 % et 33,34 % ont été

mesurées, dans les mémes conditions de stockage pour la vitamine C non encapsulées.

A 23°C, I’humidité relative n’affecte pas (p > 0,05) le pourcentage de rétention de
la vitamine C encapsulée contrairement & ce qui a été observé lors de 1’étude de la
stabilit¢ de la vitamine C non encapsulée. En effet, aprés 6 mois d’entreposage a 23°C,
une augméntation du degré d’humidité relative de 56 % a 100 %, entraine une diminution
de rétention de la vitamine C de 87,69 % a 86,06 % pour les billes a bases d’alginate. A
45°C, I'humidité relative affecte (p < 0,05) le pourcentage de rétention de la vitamine C
encapsulée. Par exemple, la rétention de la vitamine C dans les billes a base de chitosane
diminue de 88,23 % a 84,89 % (a respectivement 56 % et 100 % d’humidité relative)

apres 6 mois d’entreposage et a 45°C.
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Figure 24 - Stabilité de la vitamine C encapsulée aprés 6 mois de stockage a 23°C : a)

56 % H. R. et b) 100 % H. R.
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Tableau XXVII - Rétention de la vitamine C encapsulée dans les billes aprés 6 mois

de stockage a 23°C
56 % H. R.
T;,mps Alginate Chitosane
(jours) Alginate fonctionnalisé Chitosane fonctionnalisé
0 100,00 + 0,00 100,00 +£ 0,00 100,00 + 0,00 100,00 + 0,00
1 96,02 + 0,69 97,15+ 0,37 98,02+ 1,51° 98,70 + 1,20°
15 97,19 £ 0,98° 96,33 + 1,27° 97,86 + 1,38" 96,34 + 1,44°
30 94,77 + 0,57 96,58 + 0,35° 96,32 + 0,83" 95,61 + 0,79
60 92,50 +0,77° 93,74 £ 0,81° 94,87 + 0,54° 94,76 + 1,03"
920 91,07 £ 0,61° 92,84 + 0,89° 93,61 +£0,71° 93,85+ 0,97"
120 90,24 + 0,38° 91,69 + 1,07° 91,84 + 0,90° 92,66 + 0,54°
150 89,39 + 0,62° 90,71 + 0,83° 91,74 + 0,95" 92,01 + 0,67°
180 87,69+ 1,04  89,08+0,86°  91,33+£0,57° 91,95+ 1,12°
100 % H. R.
Temps Alginate Chitosane
(jours) Alginate fonctionnalisé Chitosane fonctionnalisé
0 100,00 £ 0,00 100,00+ 0,00 100,00+ 0,00 100,00 + 0,00°
1 93,14 + 0,80° 95,21 + 1,02" 96,06 + 0,79° 96,72 + 0,15°
15 94,27 +0,58° 94,40+ 0,21° 95,90 + 0,67° 94,41 + 0,95
30 91,92+ 0,48  93,64+0,23"  9439+0,97° 93,70 £ 0,78
60 89,72 + 1,22° 91,86 + 0,47 92,97 + 1,04° 92,87 + 0,80°
90 88,34 + 0,43° 90,98 + 0,56™ 91,74 + 0,89° 91,97 £ 0,77
120 87,53 + 0,45° 89,85+ 0,76 90,01 + 0,78° 90,91 £ 0,39°
150 86,71 £ 0,94° 88,09 + 0,88° 89,91 + 0,56 90,71 + 0,82°
180 86,06 +0,61°  87,30+022°  89,50+090° 88,11 +0,29"

25 pour un méme type de modification (non fonctionnalisé ou fonctionnalis¢) et pour un temps
donné, les lettres différentes indiquent un effet significatif (p < 0,05) de la nature du polymére.

* Pour un méme type de polymére et pour un temps donné, Iastérisque indique un effet

significatif (p < 0,05) de la fonctionnalisation.
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3.2.2. Provitamine A

Les figures 26 et 27 (ainsi que les tableaux XXIX et XXX correspondant)
montrent la stabilité de la provitamine A encapsulée aprés 6 mois de stockage a 23°C et

45°C respectivement.

La rétention de la provitamine A encapsulée est toujours supérieure a la rétention
de la provitamine A libre au terme de I’expérience (soit 180 jours), quelques soient la
température (23°C ou 45°C), I’humidité relative (56 % ou 100 %) et la nature du

polymere (alginate, alginate fonctionnalisé, chitosane ou chitosane fonctionnalisé).

La température n’affecte pas (p > 0,05) la rétention de la provitamine A dans les
billes. Aprés 6 mois d’entreposage, des valeurs de rétention en provitamine A de 92,46 %
et 92,50 % ont €été enregistrées pour les billes de chitosane entreposées respectivement a

23°C et 45 °C, apres 6 mois et 4 56 % d’humidité relative.

Les résultats montrent qu’a 23°C, I’humidité relative affecte (p < 0,05) le
pourcentage de rétention de la provitamine A encapsulée. En effet, aprés 6 mois
d’entreposage & 23°C, une augmentation du degré d’humidité relative de 56 % a 100 %,
entraine une diminution de rétention de la provitamine A de 92,07 % a 90,29 % pour les
billes & bases de chitosane fonctionnalisé. A 45°C, I’humidité relative affecte également
(p < 0,05) le pourcentage de rétention de la provitamine A encapsulée. Par exemple, la
rétention dé la provitamine A dans les billes 4 base d’alginate diminue de 91,22 % a
87,72% (a respectivement 56 % et 100 % d’humidité relative) aprés 6 mois

d’entreposage et 4 45°C.

La nature du polymeére au cceur des billes (alginate ou chitosane) affecte (p < 0,05)
le pourcent;age de rétention de la provitamine A au cours de I’entreposage, quelques
soient les conditions de température, d’humidité relative et la fonctionnalisation ou non
du polyméfe. En effet, les valeurs de rétention de la provitamine A obtenues pour les

billes & base de chitosane sont supérieures a celles obtenues pour les billes & base

]
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Figure 27 - Stabilité de la provitamine A encapsulée aprés 6 mois de stockage a
45°C : a) 56 % H. R. et b) 100 % H. R.
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Tableau XXIX - Rétention de la provitamine A encapsulée dans les billes au cours

des 6 mois de stockage a 23°C

56 % H. R.
Telﬁps Alginate Chitosane
(jours) Alginate fonctionnalisé Chitosane fonctionnalisé
0 100,00 £ 0,00* 100,00 £0,00° 100,00 +0,00®° 100,00 + 0,00°
1 96,02+ 0,68  9621+0,87"  98,61+055° 97,67 +0,49*
15 95,97 +0,71°  96,39+0,67°  9825+022°  96,38+0,91"
30 94,61 £0,30"  95,08+0,65°  97,73+0,54° 96,81 +0,25%
60 9427+0,30° 94,31 £0,47°  96,15+£0,77° 94,73+ 0,26"
9 93,02+ 1,89  92,86+0,68°  9584+0,03° 9355+0,77"
120 91,67+ 0,67  91,22+0,96*  94,99+0,61° 94,06+ 0,20°
150 91,82+ 1,27 89,61 £0,63*  93,28+0,47° 92,01 +0,88"
180 89,36 +0,67°  87,39+0,62* 92,46+ 0,88°  90,29+0,12%
' 100 % H. R.
Ten:ips Alginate Chitosane
(jours) Alginate fonctionnalisé Chitosane fonctionnalisé
0 100,00+ 0,00° 100,00 £ 0,00 100,00 + 0,00 100,00  0,00°
1 9437+0,92*°  94,53+033*  97,00+0,96°  97,21+0,92°
15 95,06 £ 0,28"  94,41+0,68° 97,54+ 0,87°  96,87+0,77°
30 94,44 +0,62°  93,88+0,92®°  96,22+0,47° 96,46 +0,79°
60 93,82 +1,05°  92,76+0,97°  9544+0,72° 96,57 +0,84°
90 92,18 +1,37*  92,10+0,66>  93,97+0,09° 9533+1,05"
12_6 91,57+0,43°  91,09+0,63*  9231+0,47° 94,81 +0,36"
150 90,31+0,49* 90,30+ 0,60°  90,68+0,62° 93,99+ 0,80"
186 90,16 +1,16®°  88,47+0,62°  91,43+0,56® 92,07 + 0,43%°

2> pour un méme type de modification (non fonctionnalisé ou fonctionnalisé), les lettres
différentes indiquent un effet significatif (p < 0,05) de la nature du polymére.

* Pour un méme type de polymére, I’astérisque indique un effet significatif (p < 0,05) de la

fonctionnalisation.

\.
b
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3.2.3. Fer lonique (fumarate de fer)

Les figures 28 et 29 (ainsi que les tableaux XXXI et XXXII correspondant)

montrent la stabilité¢ du fumarate de fer encapsulé aprés 6 mois de stockage a 23°C et

45°C respectivement.

La rétention du fumarate de fer encapsulé est toujours supérieure a la rétention du
fumarate de fer non encapsulé au terme de ’expérience (soit 180 jours), quelques soit la
température (23°C ou 45°C), '’humidité relative (56 % ou 100 %) et la nature du

polymére (alginate, alginate fonctionnalisé, chitosane ou chitosane fonctionnalisé).

Les résultats démontrent que la température affecte (p < 0,05) la rétention du
fumarate de fer dans les billes, mais dans une moindre mesure que pour le fumarate de fer
non encapsulé. Une diminution de la rétention en fumarate de fer de 82,62 % 4 71,04 % a
été enregistrée pour les billes de chitosane pour une augmentation de la température de

23°C a 45 °C, apres 6 mois et a 100 % d’humidité relative.

A 23°C, I’humidité relative affecte (p £ 0,05) le pourcentage de rétention de
fumarate de fer encapsulé. En effet, aprés 6 mois d’entreposage a 23°C, une augmentation
du degré d;humidité relative de 56 % a 100 %, entraine une diminution de rétention du
fumarate de fer de 91,83 % & 90,29 % pour les billes a bases de chitosane fonctionnalisé.
A 45°C, I’humidité relative affecte également (p < 0,05) le pourcentage de rétention du
fumarate de fer encapsulé. Par exemple, la rétention du fumarate de fer dans les billes a
base de chitosane diminue de 89,94 % a 71,04 % (a respectivement 56 % et 100 %

d’humidité relative) aprés 6 mois d’entreposage et a 45°C.

Les valeurs de rétention du fumarate de fer obtenues pour les billes a base de
chitosane sent supérieures a celles obtenues pour les billes a base d’alginate. Par exemple,
les billes de chitosane permettent une rétention de 91,83 % du fumarate de fer,
comparativément a 80,85 % pour les billes d’alginate, aprés 6 mois d’entreposage dans

des conditions de température de 23°C et d’humidité relative de 56 %. Les résultats

A
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Figure 29 - 'Stabilité du fer ionique encapsulé aprés 6 mois de stockage a 45°C : a) 56

% H. R. et b) 100 % H. R.
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Tableau XXXI - Rétention du fer ionique encapsulé dans les billes au cours des 6

mois de stockage a 23°C

56 % H. R.
Temps Alginate Chitosane
(jours) Alginate fonctionnalisé Chitosane fonctionnalisé
0 100,00 £ 0,00° 100,00 + 0,00 100,00 £ 0,00° 100,00 + 0,00°
1 97,78 £ 0,69° 100,93+ 0,77  9894+094" 93,73+ 0,58
15 96,76 £ 0,47° 100,43+ 0,34  98,89+0,97° 91,81 +0,29"
30 9521 £0,91°  9997+0,78"  98,17+0,23°  90,34+0,11%
60 92,36 £0,96°  97,02+0,17  97,06+0,98° 90,12 +0,62%
90 88,24 +0,47*  92,79+0,52" 9561 +0,20° 87,43 +0,38"
120 83,91+0,61° 87,86+0,90" 94,81 +1,00° 87,17+0,29%
150 82,40 £ 0,65° 84,66+031%  94,01+081° 87,24+0,78"
180 80,85+0,23* 8191049  91,83+0,56° 86,80+ 081"
; 100 % H. R.
Te‘mps Alginate Chitosane
(jours) Alginate fonctionnalisé Chitosane fonctionnalisé
0 100,00 + 0,00*° 100,00 £ 0,00° 100,00 + 0,00 100,00 + 0,00°
1 97,29+ 0,97  9623+0,05°  96,43+0,23* 97,68+ 0,96
15 96,30 £ 0,06 95,67+ 0,69°  9546+0,47° 96,39+ 0,61°
30 95,53 +0,57*  93,45+0,67  9515+0,11* 94,40+ 1,02°
60 93,66+ 0,95°  91,27+£0,79™  9526+0,32°  93,67+0,96"
90 91,24 £0,16*° 89,66+ 0,97  94,47+0,66° 9322+ 0,06°
120 84,01 £0,25* 90,340,662  92,07+0,77°  93,62+0,46"
1;'50 76,39+ 0,96°  87,50+0,25%  88,70+0,11°  92,39+0,47"
180 73,88+ 1,14° 82,16+ 0,44  82,62+0,32° 89,14+ 0,61"

2 ¢ > pour un méme type de modification (non fonctionnalisé ou fonctionnalisé), les lettres
différentes indiquent un effet significatif (p < 0,05) de la nature du polymeére.

* Pour un‘méme type de polymére, I’astérisque indique un effet significatif (p < 0,05) de la

fonctionna[isation.
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Tableau XXXII - Rétention du fer ionique encapsulé dans les billes au cours des 6

mois de stockage a 45°C

56 % H. R.

Tt;mps Alginate Chitosane
(jqurs) Alginate fonctionnalisé Chitosane fonctionnalisé
0 100,00 £ 0,00° 100,00 £ 0,00*° 100,00+ 0,00* 100,00 + 0,00°
1 96,94+ 0,17  94,11+0,24*  98,77+0,66° 99,37 +0,95°
15 95,81+0,61*°  93,65+0,68* 96,80+ 0,07 98,93 + 0,99
30 92,68+ 0,94°  89,98+0,45"  94,04+0,34° 9539 +0,86"
60 91,09 +£0,92° 90,77+ 0,91°  91,84+0,96*  94,05+0,05%
90 86,94+037"  8635+0,28°  91,02+0,10°  93,47+0,70"
120 84,37 £0,09°  84,09+0,54*  91,75+0,70° 93,17+ 0,82%
150 83,79+ 0,98  83,61+0,51°  90,51+0,79° 91,78+ 0,40"
180 82,51+0,75°  80,06+0,68°  89,94+0,23°  89,07+0,89°

. 100 % H. R.

Temps Alginate Chitosane
(jours) Alginate fonctionnalisé Chitosane fonctionnalisé
0 100,00+ 0,00 100,00 £0,00®° 100,00 + 0,00° 100,00 + 0,00°
1 97,68 £0,20° 96,79+ 0,61°  97,75+0,76* 97,20 £ 0,93°
15 96,69+ 0,74*  96,13£0,95°  96,03+0,30° 96,28 + 0,63°
30 92,40+ 0,53  92,67+0,20°  91,74+0,75* 90,51 +0,62°
60 90,51 £ 1,13*  87,03+0,72* 90,90+ 0,90° 89,66 + 0,62°
90 87,29+ 0,29°  84,16+0,04  86,99+0,96° 87,26 +0,13"
120 85,11+0,31*  83,88+048*  79,06+0,81° 86,39 +0,26"
150 82,97+0,97*  81,04+0,19*  73,87+0,07° 84,15+ 0,46"
81,73+ 0,67°  78,38+0,02*  71,04+021°  83,96+0,75"

180

2 ¢ ® pour un méme type de modification (non fonctionnalisé ou fonctionnalisé), les lettres
différentes indiquent un effet significatif (p < 0,05) de la nature du polymeére.

* Pour un méme type de polymére, I’astérisque indique un effet significatif (p <0,05) de la

fonctionnalisation.

'
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vitamine C au cours du temps
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Type de billes

Type de

solution Temps

Alginate

Alginate
fonctionnalisé

Chitosane

Chitosane
fonctionnalisé

10 min

6,21 £ 0,09°

9,36 + 0,35

11,45 + 1,34°

14,64 + 0,38

stomacale 20 min

13,68 + 0,12°

10,32 + 0,16

12,59 + 0,97°

16,00+ 0,17*

30 min

13,82+ 0,24°

12,73 + 1,07

13,50 + 0,56°

20,09 + 0,12%

1h00

57,33+0,10°

57.95 + 0,04

57,28 +0,81°

53,15+ 0,10"

1h30

69,91 £ 0,09°

72,41 £ 0,12

63,36 + 1,05°

65,27 +0,56%

2h 00

73,92 £ 0,07°

78,06 + 0,12%

64,22 + 1,06°

69,64 + 0,44"

2h30

73,55+ 0,07°

79,77 + 0,09

65,77 + 0,54°

71,41 £1,32%

intestinale
- 3h30

75,06 + 0,05

81,95+ 1,25

71,29 +2.31°

75,68 + 0,78

4h 30

78,64 £ 0,16°

84,73 + 0,22

78,43 £ 1,44°

75,82 + 0,94%°

Sh30

89,37+£0,31°

91,45+ 0,18"

83,95+ 0,12°

84,59 + 1,28°

6h30

93,14 + 0,87°

93,99 + 0,57

86,27 +1,22°

88,18 £ 0,10°

2¢tb Pour un méme type de modification (non fonctionnalisé ou fonctionnalisé), les lettres
différentes indiques un effet significatif (p < 0,05) de la nature du polymeére.

* Pour un méme type de polymére, I’astérisque indique un effet significatif (p < 0,05) de

la fonctionnalisation.
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Type de billes
:;};E:ig: Temps Alginate fon‘[::ig(::z:;isé Chitosane fof(!ltiit)(:ls::l‘;sé
10 min 1,09 £ 1,06° 132025  3,73+0,24°  4,59+0,48"
stomacale 20min  1,77+051*  1,64+026° 50910,56° 6,75+ 133"
30 min  3,14£021° 3,05+021* 822+1,65° 9,41+149°
1h00 10,50+0,225* 13,69+1,06° 10,14+1,74* 11,73 +1,04°
1h30 1423+024* 168+0,58* 16,21+0,79° 16,37+0,12°
2h00 2336+1,69" 31,45+247" 26,32+0,44% 2436+0,14"
2h30 42,14+ 1,44 5282+0,67* 4427+1,65 41,55+0,15%
intestinale
3h30 76,890,557 9391+1,14* 68,95+1,07° 76,02+1,07%
4h30 81,06+0,50* 100,95 +1,02°" 74,37+0,48° 79.82+0,57°
5h30 8894+047% 100,59+1,68" 79,59+035° 86,68+2,04%
6h30 92,57+1,67° 101,36+1,64 83,18+1,78° 90,47 +0,78""

2¢tb pour un méme type de modification (non fonctionnalisé ou fonctionnalisé), les lettres
différentes indiques un effet significatif (p < 0,05) de la nature du polymére.

* Pour un méme type de polymere, I’astérisque indique un effet significatif (p < 0,05) de

la fonctionnalisation.
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Tableau XXXV - Libération du fer ionique au cours du temps
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Type de billes
SOl(lil:lon Temps Alginate f Al.ginate. . Chitosane Chi.tosam? .
digestion onctionnalisé fonctionnalisé
10min 6,670,221  448+0,08  658+0,19°  432+0,12°
stomacale 20min  9,54+0,53"  4,66+0,10  1321£0,04* 571+0,12%
30min  11,45+1,51° 4,86+0,07% 20,46+0,07* 1519+0,13"
1h00 23,53+0,66° 14,20+0,35° 31,54+021° 26,95+0,26"
1h30 3873+£3,53" 30,74+031% 3737+0,14* 34,84+0,07"
2h00 4559+335" 48274038 49.83+0,38" 52,96+0,12"
2h30 56,89+3,65° 7634+049% 5466+0,10° 5824+0,16"
intestinale 3 ST 832 3.07° 86,95 020" 58.77£0.15° 66,02 £ 0,66
4h30 91,54+231"° 9424+027% 6270+0,34* 71,21+0,31"
5h30 8996+1,19° 9430+0,18" 6633+0,15° 7843 +0,28"
6h30 91,68+1,77° 9437+031% 6944+0,35° 7922+0,50"

¢ pour un méme type de modification (non fonctionnalisé ou fonctionnalisé), les lettres

différentes indiques un effet significatif (p < 0,05) de la nature du polymére.

* Pour un méme type de polymére, I’astérisque indique un effet significatif (p < 0.05) de
la fonctionnalisation.
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1. Activité antibactérienne de la boisson

L’objectif global de I’étude microbiologique était d’évaluer [I’activité
antibactérienne de la boisson en poudre aprés reconstitution avec de I’eau contaminée.
Les expériences ont été réalisées sur trois souches ainsi que sur le mélange et ont permis
I’étude de trois parameétres : la concentration bactérienne initiale, le temps de contact
entre la boisson et les bactéries ainsi que la nature des acides présents dans la boisson.
Les résultats montrent un effet inhibiteur de la boisson en poudre sur la croissance
d’Escherichia coli, de Salmonella Typhi, de Serratia liquefaciens et du mélange des trois
souches bactériennes. Il apparait également que ’effet inhibiteur observé dépend de trois
facteurs : la nature de la contamination, le niveau de contamination initiale et le temps de

contact entre la boisson reconstituée et les bactéries.

Tout d’abord, la nature de la contamination de I’eau influence directement la
rapidité et I’intensité de 1’inhibition de la croissance bactérienne. Les meilleurs résultats
pour un méme degré de contamination initiale et pour un méme temps de contact ont été
obtenus avec Serratia liquefaciens. En effet, en présence d’acides organiques, lorsque la
concentration bactérienne de départ était de 10° bactéries / mL, I’activité antibactérienne
de la boisson reconstituée est totale (effet bactéricide) des les cing premiéres min de
contact avec les bactéries. Pour des concentrations initiales de 10° et 107 bactéries / mL,
’effet bactéricide est observé aprés 10 min de contact avec la boisson originale
reconstituée. Le deuxiéme organisme le plus sensible est Salmonella Typhi. L effet
bactéricide a lieu aprés 10 min de contact en présence d’acides organiques pour une
contamination initiale de 10° et 10° bactéries / mL. Bien que I’activité antibactérienne ne
soit pas totale pour une concentration initiale de 107 bactéries / mL, un effet
bactériostatique de la boisson originale reconstituée a €été observé au terme de
I’expérience, représentant une réduction de 61,25 % de la concentration bactérienne.
Enfin, Escherichia coli s’est montrée la bactérie la moins sensible au cours de cette

expérience. Toutefois une activité antibactérienne totale a été observée a la fin de
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I’expérience pour la plus faible concentration bactérienne de départ. Des réductions
importantes des populations bactériennes de 50,00 % (pour une concentration initiale de
10° bactéries / mL) et de 20,86 % (pour une concentration initiale de 107 bactéries / mL)
ont également été mesurées aprés 180 min de contact. Ces résultats concordent avec les
connaissances actuelles sur la sensibilité des Entérobactéries aux conditions acides. En
effet, la forte sensibilité de Serratia liquefaciens aux conditions acides a été rapportée par
Ouattara et al. (1997). Les bactéries appartenant au genre Sa/monella semblent un peu
plus résistantes puisque Govered et al. (1979) ont mis en évidence la survie des bactéries
dans le jus de pomme & un pH de 3,6. Enfin, I’étude de Simango et Rukure (1992)

démontre la présence d’Escherichia coli aprés 24 heures a pH 2,7.

L’activité antibactérienne de la boisson dépend également du degré de
contamination initiale de I’eau servant a la reconstitution de la boisson. En effet, ’activité
antibactérienne la plus forte (un effet bactéricide total) a été observé en présence de la
plus faible concentration bactérienne utilisée soit 10° bactéries / mL, et ce pour toutes les
souches bactériennes ainsi que pour le mélange des trois souches. Pour des degrés de
contamination supérieurs (10° et 107 bactéries / mL), des effets bactériostatiques
importants ont été observés pour les expériences réalisées en présence d’Escherichia coli.
Pour les expériences réalisées sur Serratia liquefaciens et Salmonella Typhi, en présence
de 10° bactéries / mL, des inhibitions complétes de la population ont été enregistrées.
Dans le contexte de I’étude, c’est-a-dire la décontamination de 1’eau pour les pays en voie
de développement, ces résultats suggérent que la qualité microbiologique de I’eau utilisée

doit étre la moins mauvaise possible pour un plus grand effet antibactérien.

Le temps de contact entre la boisson et les populations bactériennes influe aussi
sur l’intensité de I’effet inhibiteur de la boisson reconstituée. En effet, pour une
concentration initiale en bactéries, I’étude de la cinétique d’inhibition de la croissance
bactérienne démontre que plus le temps de contact entre la boisson et les bactéries est

long, plus I’inhibition de la croissance bactérienne est forte.
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L’étude met également en évidence que I’inhibition de la croissance bactérienne
n’est pas seulement due a I’acidité de la boisson reconstituée, méme si le pH mesuré au
cours de I’expérience (pH moyen de 3.2) soit inférieur au pH optimal de croissance des
Entérobactéries (pH optimal compris entre 4.5 et 8). Bien que le pH joue un réle
important dans le développement bactérien puisqu’il influence directement I’activité
enzymatique (Regnault, 1998), les résultats de 1’étude montrent que, pour un méme pH,
I’inhibition de la croissance bactérienne est plus forte en présence des acides organiques
qu’en présence de I’acide minéral. Les acides organiques sont connus et utilisés dans
I’industrie alimentaire car ils permettent de limiter la croissance bactérienne (ICMSF,
1980). Les expériences réalisées au cours du présent projet démontrent également un effet
bactéricide des acides organiques. Leur mécanisme d’action est présenté a la figure 33.
Les acides organiques non dissociés pénétrent dans la cellule bactérienne via un systéme
de transport passif, expliquant ainsi la diminution de la concentration d’acides organiques
sous forme non dissocié¢ dans la boisson au cours de I’expérience. Le pH élevé du
cytoplasme de la cellule bactérienne entraine la dissociation des acides organiques. Cette
dissociation génére un excés de protons que la cellule doit éliminer pour conserver
I’intégrité physique et fonctionnelle de son systéme enzymatique. L’inhibition de la
croissance est due & I’excrétion énergivore de ce surplus protonique, alors que I’effet
bactéricide survient lorsque les systémes d’excrétions des protons sont saturés conduisant
a une acidification fatale du cytoplasme ( Mortimore et Wallace, 1996). Ce mécanisme
n’a pas lieu en présence d’acide minéral car ce sont des acides forts qui ne se dissocient

pas dans la cellule bactérienne.

Le résultat des calculs du taux de dissociation des acides organiques concorde
avec I’étude de Mortimore et Wallace (1996) démontrant qu’une concentration de 1 g/L
d’acide citrique sous forme non dissocié est suffisante pour produire une inhibition

significative de la croissance des Entérobactéries.
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/ Cellule bactérienne

X
Transport Transport
passif actif

[AH] > [A]+ [H]

[ AH ] = Acides organiques non dissociée
[ A- ] = Acides organiques dissociés

[ H" | = proton

Figure 33 — Mécanismes d’action des acides organiques dans la cellule bactérienne
(adaptée de Mortimore et Wallace, 1996).

Les acides organiques non dissociés pénétrent dans la cellule bactérienne via un systéme
de transport passif. Le pH élevé du cytoplasme de la cellule bactérienne entraine la
dissociation des acides organiques. Cette dissociation génére un excés de protons que la
cellule doit éliminer pour conserver 1’intégrité physique et fonctionnelle de son systéme
enzymatique. L’inhibition de la croissance est due & I’excrétion énergivore de ce surplus
protonique, alors que I’effet bactéricide survient lorsque les systémes d’excrétions des
protons sont saturés conduisant a une acidification fatale du cytoplasme.



2. Stabilité des micronutriments

Le but de I’étude de la stabilité des micronutriments était de déterminer
précisément I’évolution de la concentration en vitamines et minéraux présents dans la

boisson, en fonction de la température, de I’humidité relative et de la durée d’entreposage.

La stabilité des huit vitamines et du fer a d’abord été évaluée dans des conditions
standard de température (23°C) et d’humidité relative (56 %). Dans ces conditions, les
résultats montrent une grande stabilité des vitamines B, B, B3, E et de la niacine. En
effet, au terme des 270 jours d’expérience, les concentrations de ces vitamines dans la
boisson en poudre correspondent a plus de 80 % de leurs concentrations initiales. Les
pertes en vitamines B,, Bg, By, E et en niacine s’expliquent par la faible instabilité de ces
micronutriments a des degrés de température et d’humidité relative peu élevés (Machlin,
1991). Ces deux facteurs combinés avec la longue période d’entreposage (9 mois)
entrainent une légére dégradation des vitamines. Au contraire, les concentrations en acide
folique et en fer ionique ont fortement diminuées dans la boisson au cours de
I’expérience. Aprés 270 jours de stockage dans les conditions standard de température et
d’humidité relative, les pertes en acide folique et fer ionique sont respectivement de 61 %
et 51 %. Les pertes en acide folique enregistrées sont en accord avec les connaissances
actuelles sur cette vitamine hydrosoluble. Machlin (1991) rapporte la dégradation rapide
de I’acide folique en présence d’humidité relative et est son importante sensibilité a la
chaleur. L’observation de fines particules noires lors de la reconstitution de la boisson
précédant I’analyse, laisse supposer que les diminutions des concentrations en fer ionique
seraient dues a la précipitation du fer dans le mélange. En effet, la présence d’acides
organiques dans la boisson (acide citrique et acide ascorbique) entraine un pH acide
voisin de 3.2. A long terme, cette acidité provoque un déplacement de 1’équilibre
chimique qui se traduit par la précipitation du fer en petites particules de couleur rouille
(fer oxydé), le rendant ainsi indétectable. Toutefois, ces observations ne viennent pas
remettre en cause l’intérét et la validité des méthodes de dosage des micronutriments
solubles utilisées ici (spectrométrie par absorption atomique). En effet, seul le fer soluble

est intéressant car mieux absorbés par I’organisme (Scheider, 1985). Dans I’objectif de ce
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projet, soit la fortification en micronutriments des populations des pays en voie de
développement, les résultats démontrent qu’au terme de I’expérience, I’apport en fer est
tres faible.

Finalement, la vitamine C et la provitamine A ont été moyennement dégradées au cours
des 270 jours de stockage a 23°C et 56 % d’humidité relative. A la fin de la période
expérimentale, respectivement 64 % et 69 % des concentrations initiales en vitamine C et

en provitamine A étaient encore présents dans la boisson.

L’étude a également mis en évidence les effets d’une augmentation de la
température, de 23°C (représentatif des climats continentaux) a 45°C (représentatif des
climats tropicaux), sur la stabilité du mélange des huit vitamines et des deux minéraux au
cours de son entreposage a un niveau d’humidité relative donné (56 % et 100 %). Dans le
groupe des vitamines hydrosolubles, la concentration en niacine est trés peu affectée
puisqu’une augmentation de la température se traduit par des pertes d’environ 5 % (a 56
% et 100 % d’humidité¢ relative) aprés 270 jours de stockage. A I’opposé, une
augmentation de température de 23°C a 45°C affecte de maniére significative les
concentrations en vitamines B,, Bg, Bj, C et acide folique dans la boisson. A 56 %
d’humidité relative, des pertes de 15 % en vitamine B, 17 % en vitamine Bg 31 % en
vitamine Bz 43 % en vitamine C et 23 % en acide folique ont été enregistrées au terme
des 270 jours d’entreposage. A 100 % d’humidité relative, les diminutions des
concentrations en vitamine By Bg Bjz C et en acide folique étaient respectivement de
23 %, 2 %, 24 %,38 Y%et 15 % pour la méme période. La forte instabilité de la vitamine C
et de I’acide folique lors d’une augmentation de température a déja été observée (Harris,
1988 et Scheider, 1985). Pour les vitamines du groupe B (vitamines Bj, B et B;2), Harris
(1988) fait part de leur relative stabilité face a la température. Les dégradations notables
de ces trois vitamines au cours de notre étude, sont dues a la combinaison des deux
facteurs soient la température et ’humidité relative. Dans le groupe des vitamines
liposolubles, la stabilité de la provitamine A est affectée de maniére significative par
’augmentation de la température. Au terme de ’expérience, des pertes en provitamine A
de 38 % et 55 % ont été enregistrées pour les échantillons placées & 56 % et 100 %

d’humidité relative. Ces résultats corroborent avec ceux de Harris (1988), faisant état
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d’une grande instabilité de la provitamine A face a I’augmentation de température. Lors
de cette méme augmentation de température, de faibles pertes de 8 % et 12 % en vitamine
E ont été observées aprés 270 jours pour les échantillons entreposés a 56 % et 100 %
d’humidité relative. Des diminutions des concentrations en fer ionique soluble ont
également été observées pour les deux températures. A 56 % d’humidité relative, une
perte de 18 % en fer ionique a été enregistrée au terme de I’expérience. A 100 %
d’humidité relative, les pertes sont de 13 % pour le fer. Ces diminutions de concentrations
sont dues au phénomene de précipitation des minéraux expliqués ci haut. Cette étude de
stabilité des micronutriments de la boisson selon la température d’entreposage a permis
de mettre en évidence une importante dégradation de ceux-ci au cours du temps, limitant

considérablement I’impact de I’apport vitaminique prévu initialement.

Finalement, I’étude a mis en évidence I’effet de 2 degrés d’humidité relative sur
la stabilit¢ du mélange des huit vitamines et des deux minéraux au cours de son
entreposage pour une température donnée. Des humidités relatives de 56 % et 100 % ont
été testées afin de mimer respectivement 1’humidité relative des climats continentaux et
celle des climats tropicaux. Dans le groupe des vitamines hydrosolubles, la concentration
en niacine est trés peu affectée puisqu’une augmentation de ’humidité relative se traduit
par des pertes d’environ 2 % (a 56 % et 100 % d’humidité relative) aprés 270 jours de
stockage. Les stabilités de I’acide folique et de la vitamine C ne semblent pas étre
affectées par ’augmentation de I’humidité relative. En fait, on peut penser que les pertes
de ces vitamines étant déja tellement importantes & 56 % d’humidité relative (de 40 % a
80 % de pertes), il est difficile d’observer une différence due a une augmentation
d’humidité relative. Tel que décrit par Harris (1988), les vitamines B,, B¢ et B, sont
instables en présence d’humidité. Des pertes de 10 % a 20 % ont été enregistrées au cours
de I’expérience. Dans le groupe des vitamines liposolubles, la vitamine E n’est pas
affectée par I’augmentation de I’humidité relative, quelque soit la température. En effet
des pertes de 1 % et 5 % ont été observées a 23 C et a 45 C. La concentration en
provitamine A dans la boisson n’est pas directement affectée par I’humidité relative. A
23 C ’augmentation de I’humidité relative se traduit par une perte en provitamine A de 5

%. C’est la combinaison d’une température élevée avec une augmentation du degré



155

d’humidité relative qui se révele désastreux sur la concentration en provitamine A. Aprés
270 jours d’entreposage a 45 C et 100 % d’humidité relative, 82 % de la provitamine A
contenue dans la boisson ont été dégradés. Tel qu’observé pour la vitamine C et I’acide
folique, les pertes en minéraux étant déja tellement importantes & 56 % d’humidité
relative (de 40 % a 75 % de pertes), il est difficile d’observer une différence due a une
augmentation d’humidité relative. Aprés 270 jours de stockage a 45C et 100 %
d’humidité relative, des diminutions des concentrations en fer ionique de 75 % ont été

enregistrées.



3. Encapsulation des micronutriments

Le développement d’une méthode d’encapsulation des micronutriments s’est
imposé de lui-méme aprés I’observation de la grande instabilité des micronutriments.
L’objectif de I’encapsulation des micronutriments était de les protéger des conditions de
température et d’humidité relative élevées au cours de leur entreposage et d’éviter qu’ils

interagissent entre eux.

Quatre matrices ont été développées (a base d’alginate, d’alginate fonctionnalisé,
de chitosane et de chitosane fonctionnalisé) et leurs propriétés physico-chimiques ont été
évaluées. La force a la rupture et la déformation a la rupture mettent en évidence la
résistance mécanique des billes. Les billes & base de chitosane sont plus résistantes que
celles a base d’alginate. Le coefficient de relaxation des billes montre également une plus
grande souplesse des billes 4 base de chitosane que celles a base d’alginate. Les résultats
ne permettent pas de conclure avec certitude sur I’effet de la fonctionnalisation des
polymeres sur la résistance et la viscoélasticité des billes. En effet les écarts-types obtenus
au cours de I’analyse des données sont trop élevés pour étre significatifs. Un plus grand

nombre d’échantillons pourraient étre mesuré pour finaliser cette étude.

L’étude de la stabilité des micronutriments non encapsulés ayant démontrée une
importante instabilité de ceux-ci face a ’humidité relative, une étude & été réalisée sur la
perméabilité a la vapeur d’eau des films de méme composition que les billes. Les films
permettent de mimer les échanges d’eau ayant lieu a la surface des billes. Les films a base
de chitosane se sont révélés plus imperméable & 1’eau que ceux a base d’alginate. La
fonctionnalisation des polyméres a amélioré de fagon significative 1’imperméabilité des
films a la vapeur d’eau. En effet, la fonctionnalisation consiste en une acylation. Lors de
la gélification, les acides gras se regroupent pour former un réseau hydrophobe,

difficilement pénétrable par les molécules d’eau.

Le gonflement des billes, qui correspond 4 la cinétique d’absorption d’eau par les

billes, a également été déterminé. Au cours de ’étude, les billes & base. d’alginate ont
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absorbées moins d’eau que celles a base de chitosane représentant des augmentations de
volume de 76 % et 127 % respectivement. La fonctionnalisation des polyméres permet de
diminuer significativement le gonflement des billes. La cinétique d’absorption d’eau par
les billes est un parametre important pour évaluer le comportement de celles-ci ainsi que
la libération de leur contenu dans un milieu aqueux. En effet, plus la cinétique
d’absorption est rapide, plus la bille sera désintégrée rapidement, libérant ainsi les
substances encapsulés. Les substances qui étaient encapsulées ne sont donc plus

protégées.

L’étude de la libération contrdlée de trois micronutriments encapsulés a également
été réalisée dans deux solutions mimant le passage dans le tractus gastro-intestinal. Les
résultats montrent une bonne stabilité des billes, la libération des micronutriments n’ayant
lieu qu’apres 4h30. En effet, Takka et Acarturk (1999) rapportent la libération totale d’un
composé¢ médicamenteux aprés seulement 3h30, pour une matrice semblable a base de
chitosane et d’alginate non gélifiés. Dans cette expérience, la fonctionnalisation ne

semble pas apporter d’amélioration notable.

Finalement 1’étude de la stabilité de trois micronutriments encapsulés a permis de
mettre en évidence I’efficacité de la méthode d’encapsulation développée au cours de ce
projet. Aprés 6 mois d’entreposage & des conditions élevées de température (45°C) et
d’humidité relative (100 %), la rétention minimale en vitamine C encapsulée était de
79 % comparativement a 30 % pour la vitamine C non encapsulée. Pour la méme période
d’entreposage, a 45°C et 56 % d’humidité relative, la rétention minimale de la
provitamine A encapsulée était de 87 % contre 30 % pour la provitamine A non
encapsulée. Enfin, la rétention minimale du fer ionique encapsulée était de 71 % contre
25 % pour le fer ionique non encapsulé aprés 6 mois d’entreposage a 45°C et 100 %
d’humidité relative. De plus, une récente étude a démontré que I’absorption du fer
(fumarate ou citrate) par I’organisme était augmentée en présence de vitamine C (Fidler er

al, 2003)



CONCLUSION
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L’objectif premier de ce projet était de déterminer la stabilité des micronutriments
dans une boisson fortifiée destinée aux pays en voie de développement. Dans le contexte
de cette étude, les intéréts pour la stabilit¢ des micronutriments sous des conditions
d’entreposage tropicales et pour I’activité antibactérienne de la boisson reconstituée se

sont imposés.

Concertant 1’activité antibactérienne de la boisson reconstituée, les résultats
obtenus ont indiqué que la présence des acides ascorbique et citrique a permis de diminuer
considérablement voir méme de supprimer toute présence bactérienne viable dans la
boisson reconstituée. Afin d’assurer une efficacité compléte de la boisson, la qualité
initiale de I’eau servant a la reconstitution doit étre la meilleure possible. Une
modification de la composition de la boisson en poudre, comme par exemple une

augmentation de la concentration en acides organiques pourrait €tre envisageable.

L’étude la stabilit¢ des micronutriments a mis en évidence une important
dégradation de la majorité des vitamines et minéraux contenus dans la boisson en poudre,
face a des conditions élevées de température et d’humidité relative proches de celles
rencontrées dans les pays tropicaux. Des interactions entre les micronutriments ont
également été montrées. La composition elle-méme du mélange a entrainée la dégradation

de certains micronutriments ou leur indisponibilité biologique.

Les résultats de 1’é¢tude sur la stabilit¢ des micronutriments ont entrainés le
développement d’une méthode d’encapsulation. Différentes matrices ont été développées
au laboratoire. Les bonnes propriétés physicochimiques des billes obtenues se sont
traduites pas une remarquable amélioration de la stabilité¢ des micronutriments face aux

conditions élevées de température e t d’humidité relative.



Appendice A

Courbes de croissance des souches bactériennes
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1. Courbes de croissance d’ Escherichia coli (a, DO=f (temps) / b, DO=f (log CFU))
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2. Courbes de croissance de S. Typhi (a, DO=f (temps) / b, DO=f (log CFU))
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Appendice B

Composition de la boisson
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Composition de la boisson

. pg / mL de boisson
Ingrédients % de la recette
reconstituée*
Sucrose 90.0700 -
Ardme orange 0.6000 -
Acide citrique 5.0000 -
Riboflavine (vitamine B,) 0.0025 2.400
Pyridoxine (vitamine Bg) 0.0029 2.800
Cyanocobalamine (vitamine B,) 0.0132 0.012
Acide ascorbique (vitamine C) 0.3024 288.000
Acide folique 0.0006 0.560
Niacine 0.0210 20.560
a-Tocophérol Acétate (vitamine E) 0.1008 42.000
Provitamine A (béta caroténe) 1.0000 2.100
Citrate d’ammonium ferrique 0.1250 156.000
lIodure de potassium 0.0002 0.180

* Selon les recommandations du fabricant, soit 25 g de boisson en poudre dans 200 mL

d’eau
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Fonctionnalisation des polymeéres
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1. Schéma de Pacylation de ’alginate
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2. Schéma de ’acylation du chitosane
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1. Cinétique d’inhibition de la croissance d’Escherichia coli

1.1.Analyse multifactorielle de la variance (ANOVA) réalisée sur les dénombrements

bactériens
p (dénombrement bactérien) =
Facteur D egre de Sans acide A.c|’d © Acu.les
liberté (dl) minéral organiques
Contamination 2 <0.001 <0.001 <0.001
Temps 4 0.082 <0.001 <0.001
Contamination x Temps 8 0.943 <0.001 <0.001

> Il n’y a pas d’effet significatif (p>0.05) du temps et de la contamination x temps pour
I’expérience.réalisée sans acide. Tous les autres effets sont significatifs (p<0.05).

1.2.Test de comparaison multiple des moyennes (LSD) réalisé sur les dénombrements

bactériens (effet du temps de contact)

p (dénombrement bactérien) =

Acide minéral Acides organiques
Temps1  Temps 2 10° 10° 10’ 10° 10° 10’
(min.) (min.) bact/mL bact/mL bact/mL bact/mL bact/mL bact./mL
0 5 <0.001 0.050 0.038 0.027 <0.001 0.001

10 <0.001 0.050 <0.001 0.008 <0.001 0.001

60 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

180 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

5 10 <0.001 0.948 0.050 0.399 0.282 0.936

60 <0.001 0.006 0.036 <0.001 <0.001 0.049

180 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

10 60 <0.001 0.044 0.843 <0.001 <0.001 0.036
180 <0.001 <0.001 0.003 <0.001 <0.001 <0.001
60 180 <0.001 0.028 0.004 0.001 <0.001 0.001

» On remarque que la différence entre les temps 5 et 10 min est souvent non
significatives (p>0.05).
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1.3.Test de comparaison multiple des moyennes (LSD) réalisé sur les dénombrements

bactériens (effet du type de boisson)

p (dénombrement bactérien) =

Type de

Type de

Inoculum boisson 1 boisson 2 To min Ts min T 10 min T60 min T 180 min
10° ) Acide
bact/mL Sans acide minéral 0.090 <0.001 <0.001 0.006 <0.001
' Acides — Giggl <0001  <0.001 <0.001  <0.001
orgamques
Acide Acides G954 0030 0004 0045  1.000
minéral  organiques
100 sacide  AYdE @ (01 0022 <0001 <0.001
bact./mL Ans ACIE minéral : ) ) ) i
Acides  Gogs 0015 0022 <0.001  <0.001
.. organiques
Acide Acides  Goon 0040 0719 0547  <0.001
minéral  organiques
07 o ohsacide  ACde  guss 0012 0001 <0001 0.001
bact./mL ans acide minéral 4 . <U. <U. .
Acides 5600  <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
organiques
| Acide Acides G666 0190 0432 0981 0395
minéral organiques

» Lorsque p = 1.000 la différence entre les moyennes n’apparait pas significative
(p>0.05) car les valeurs du dénombrement bactérien sont nulles.
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2. Cinétique d’inhibition de la croissance de Salmonella Typhi

2.1.Analyse multifactorielle de la variance (ANOVA) réalisée sur les dénombrements
bactériens

p (dénombrement bactérien) =

Facteur D egré de Sans acide A.cide Aci(.les

liberté (dl) minéral organiques
Contamination 2 <0.001 <0.001 <0.001
Temps 4 0.072 <0.001 <0.001
Contamination x Temps 8 0.340 <0.001 <0.001

»> 1l n’y a pas d’effet significatif (p>0.05) du temps et de la contamination x temps pour
I’expérience réalisée sans acide. Tous les autres effets sont significatifs (p<0.05).

2.2.Test de comparaison multiple des moyennes (LLSD) réalisé sur les dénombrements
bactériens (effet du temps de contact)

p (dénombrement bactérien) =

Acide minéral Acides organiques
Temps 1 Temps 2 10° 10° 10 10° 10° 10’
(min.) (min.) bact./mL__ bact/mL bact/mL bact/mL bact/mL bact/mL
0 5 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.003 <0.001

10 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

60 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

180 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

5 10 <0.001 0.334 0.858 1.000 <0.001 <0.001

60 <0.001 <0.001 0.050 1.000 <0.001 <0.001

180 <0.001 <0.001 0.011 <0.001 <0.001 <0.001

10 60 <0.001 <0.001 0.028 1.000 0.009 <0.001
180 <0.001  <0.001 0.031 <0.001  <0.001  <0.001
60 180 <0.001  <0.001 0.016 <0.001  <0.001  <0.001

> Les différences entre 5, 10 et 60 min. ne sont pas significatives (p>0.05) pour
I’expérience "10%bact. / mL — acides organiques ".
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2.3.Test de comparaison multiple des moyennes (LSD) réalisé sur les dénombrements
bactériens (effet du type de boisson)

p (dénombrement bactérien) =

Type de Type de . . . .
Inoculum boisson 1 boisson 2 To min Ts min T 10 min T60 min T 180 min
10° ] Acide
bact/mL Sans acide minéral 0.973 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Acides 5459 0001 <0.001 <0.001 <0.001
organlques
Acide Acides  5ois 0001 <0.001 <0.001  1.000
minéral organiques
100 consacide  A%Me  Gaug 0001 0001 0005  <0.00]
bact./mL ans acide minéral ¥ . . . .
Acides Gy 0001  <0.001 <0.001  <0.001
Orggnlques
Acide Acides 5656 0227 <0001  0.003  <0.001
minéral organiques
10’ ) Acide
bact/mL Sans acide minéral 0.220 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Acides G4 0001  <0.001 <0.001  <0.001
Organlques
Acide Acides — Gaq6 01070 <0.001 <0.001  <0.001
minéral organiques

» Lorsque p = 1.000 la différence entre les moyennes n’apparait pas significative
(p>0.05) car les valeurs du dénombrement bactérien sont nulles.
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3. Cinétique d’inhibition de la croissance de Serratia liquefaciens

3.1.Analyse multifactorielle de la variance (ANOVA) réalisée sur les dénombrements

bactériens
p (dénombrement bactérien) =
Degré de . Acide Acides
Facteur liberté (dl) Sans acide minéral organiques
Contamination 2 <0.001 <0.001 <0.001
Temps 4 0.482 <0.001 <0.001
Contamination x Temps 8 0.691 <0.001 <0.001

> Il n’y a pas d’effet significatif (p>0.05) du temps et de la contamination x temps pour
I’expérience réalisée sans acide. Tous les autres effets sont significatifs (p<0.05).

3.2.Test de comparaison multiple des moyennes (LSD) réalisé sur les dénombrements
bactériens (effet du temps de contact)

p (dénombrement bactérien) =

Acide minéral Acides organiques
Temps 1  Temps 2 10° 10° 10’ 10° 10° 10’
(min.) (min.) bact/mL  bact/mL bact/mL bact./mL bact/mL__ bact./mL
0 5 <0.001 0.050 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

10 <0.001 0.050 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

60 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

180 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

5 10 <0.001 0.028 <0.001 1.000 0.403 0.098

60 <0.001 0.006 <0.001 1.000 <0.001 <0.001

180 <0.001  <0.001  <0.001 1.000 <0.001 <0.001

10 60 <0.001 0.044 <0.001 1.000 <0.001 <0.001
180 <0.001 <0.001 <0.001 1.000 <0.001 <0.001
60 180 <0.001 0.948 <0.001 1.000 1.000 1.000

»> Les différences pour lesquelles p = 1.000 ne sont pas significatives (p>0.05) puisque
qu’elles correspondent 4 des différences entre des dénombrements bactériens nuls.
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3.3.Test de comparaison multiple des moyennes (LSD) réalisé sur les dénombrements

bactériens (effet du type de boisson)

p (dénombrement bactérien) =

Type de Type de . . .
Inoculum boisson 1 boisson 2 TO min TS min TI|0 min T60 min T|80 min
10° ] Acide
bactym, Sansacide  SCT€ 0637 <0001 <0.001 <0.001 <0.001
Acides — gigh6 0001 <0.001 <0.001  <0.001
organlques
Acide Acides — Gigags 0001  <0.001 <0.001  1.000
minéral organiques
100 onsacide A9 0903 0001 0006  <0.001  <0.001
bact./mL ans aciae minéral 3 <V, . . .
Acides — Gaga 0001  <0.001 <0.001 <0.001
organiques
Acide Acides — Go06 0212 0013 <0.001  <0.001
minéral  organiques
10’ ] Acide
bact./mL Sans acide minéral 0.260 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Acides
orpanicues 0219 <0.001  <0.001 <0001 <0.001
Acide Acides G508 0001  0.038 <0001  <0.001
minéral  organiques

> Lorsque p = 1.000 la différence entre les moyennes n’apparait pas significative
(p>0.05) car les valeurs du dénombrement bactérien sont nulles.
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4. Cinétique d’inhibition de la croissance du mélange bactérien

4.1.Analyse multifactorielle de la variance (ANOVA) réalisée sur les dénombrements

bactériens
p (dénombrement bactérien) =
Degré de . Acide Acides
Facteur liberté (dl) Sans acide minéral organiques
Contamination 2 <0.001 <0.001 <0.001
Temps 4 0.079 <0.001 <0.001
Contamination x Temps 8 0.322 <0.001 <0.001

» 1l n’y a pas d’effet significatif (p>0.05) du temps et de la contamination x temps pour
I’expérience réalisé sans acide. Tous les autres effets sont significatifs (p<0.05).

4.2.Test de comparaison multiple des moyennes (LSD) réalis€¢ sur les dénombrements
bactériens (effet du temps de contact)

p (dénombrement bactérien) =

Acide minéral Acides organiques
Temps1 Temps 2 10° 10° 10’ 10° 10° 10’
(min.) (min.) bact/mL bact/mL bact/mL bact/mL bact/mL bact./mL
0 5 <0.001  <0.001 <0.001  <0.001 <0.001 0.001

10 <0.001 <0001 <0.001  <0.001 <0.001 0.004

60 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

180 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

5 .10 <0.001 <0.001 0.195 0.001 <0.001 0.877

60 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

180 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

10 60 <0.001 <0.001 0.002 <0.001 <0.001 <0.001

180 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

60 180 1.000 <0.001 <0.001 1.000 1.000 0.010
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4.3.Test de comparaison multiple des moyennes (LSD) réalisé sur les dénombrements
bactériens (effet du type de boisson)

p (dénombrement bactérien) =

Type de Type de . '
Inoculum boisson 1 boisson 2 TO min TS min TIO min TGO min T180 min
10° ] Acide
bact/mL Sansacide  SOC€ 0989 0029 <0.001 <0.001 <0.001
Acides G563 0003 <0.001 <0.001  <0.00]
organiques x
Acide Acides — Gses 0400 0,051 1,000 1.000
minéral organiques
10° ) Acide
bact/mL Sans acide minéral 0.089 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Acides — Gu15 0001 <0.001 <0.001  <0.00]
organiques
Acide Acides 5987 0052 0204 <0001  1.000
minéral organiques
10’ ] Acide
bact/mL Sans acide minéral 0.607 0.013 0.002 <0.001 <0.001
Acides 5o 0004 <0.001  <0.001  <0.001
organiques
Acide Acides  Gigge 0006 0033  <0.001  <0.001
minéral organiques

» Lorsque p = 1.000 la différence entre les moyennes n’apparait pas significative
(p>0.05) car les valeurs du dénombrement bactérien sont nulles.
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5. pH et concentration de la forme non dissociée des acides organiques des

expériences réalisées avec Escherichia coli

5.1.Analyse multifactorielle de la variance (ANOVA) réalisée sur les valeurs de pH

p(pH) =
Degré de Acide Acides
Facteur Sans acide
liberté (dl) minéral organiques
Contamination 2 0.548 0.058 0.958
Temps 4 0.397 0.328 0.154
Contamination x Temps 8 0.143 0.742 0.883

> L’effet du degré de contamination initial n’étant pas significatif (p>0.05), les analyses
sont effectuées sur la moyenne des pH des 3 inoculums).

5.2.Test de comparaison multiple des moyennes (LSD) réalisé sur les valeurs de pH (effet
du type de boisson)

Type de boisson 1 Type de boisson 2 p (dénombrement bactérien) =
Sans acide Acide minéral 0.018
Acides organiques 0.045
Acide minéral Acides organiques 0.931
> Seule la différence entre I’acide minéral et les acides organiques est significative

(p<0.05)
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6. pH des expériences réalisées avec Salmonella Typhi

6.1.Analyse multifactorielle de la variance (ANOVA) réalisée sur les valeurs de pH

p (pH) =
Degré de Acide - Acides
Facteur Sans acide
liberté (dl) minéral organiques
Contamination 2 0.207 0.054 0.076
Temps 4 0.128 0.241 0.127
Contamination x Temps 8 0.644 0.279 0.387

» L’effet du degré de contamination initial n’étant pas significatif (p>0.05), les analyses
sont effectuées sur la moyenne des pH des 3 inoculums).

6.2.Test de comparaison multiple des moyennes (1.SD) réalisé sur les valeurs de pH (effet
du type de boisson)

Type de boisson 1 Type de boisson 2 p (dénombrement bactérien) =
Sans acide Acide minéral 0.036
Acides organiques 0.016
Acide minéral Acides organiques 0.546
> Seule la différence entre 1’acide minéral et les acides organiques est significative

(p<0.05)
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7. pH et concentration de la forme non dissociée des acides organiques des

expériences réalisées avec Serratia liquefaciens

7.1.Analyse multifactorielle de la variance (ANOVA) réalisée sur les valeurs de pH

p (pH) =
Degré de Acide Acides
Facteur Sans acide
liberté (dl) minéral organiques
Contamination 2 0.138 0.078 0.254
Temps 4 0.373 0.233 0.051
Contamination x Temps 8 0.511 0.752 1.000

» L’effet du degré de contamination initial n’étant pas significatif (p>0.05), les analyses
sont effectuées sur la moyenne des pH des 3 inoculums).

A\

7.2.Test de comparaison multiple des moyennes (L.SD) réalisé sur les valéurs de pH (effet
du type de boisson)

Type de boisson 1 Type de boisson 2 p (dénombrement bactérien) =
Sans acide Acide minéral 0.008
Acides organiques 0.039
Acide minéral Acides organiques 0.899
> Seule la différence entre I’acide minéral et les acides organiques est significative

(p<0.05)
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8. pH et concentration de la forme non dissociée des acides organiques des

expériences réalisées avec le mélange bactérien

8.1.Analyse multifactorielle de la variance (ANOV A) réalisée sur les valeurs de pH

P (pH) =
Degré de Acide Acides
Facteur Sans acide
liberté (dl) minéral organiques
Contamination 2 0.371 0.160 0.196
Temps 4 0.292 0.212 0.071
Contamination x Temps 8 0.587 0.926 0.895

> L’effet du degré de contamination initial n’étant pas significatif (p>0.05), les analyses
sont effectuées sur la moyenne des pH des 3 inoculums).

[
¢

8.2.Test de comparaison multiple des moyennes (LSD) réalisé sur les valeurs de pH (effet
du type de boisson)

Type de boisson 1 Type de boisson 2 p (dénombrement bactérien) =
Sans acide Acide minéral 0.00lk
Acides organiques 0.029
Acide minéral Acides organiques 0.792
> Seule la différence entre I’acide minéral et les acides organiques est significative

(p<0.05)
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9. Caractérisation des billes

9.1.Analyse multifactorielle de la variance (ANOVA)

Facteur Degré de p (FR) = p (DR) = p (visco) =
liberté (dl)
Nature du polymére 1 <0.001 0.197 <0.001
Fonctionnalisation 1 0.725 0.030 <0.001
Polym. x Fonct. 1 0.784 0.001 0.850

9.2.Analyse multifactorielle de la variance (ANOVA) réalisé sur les valeurs de la
perméabilité de ’eau

Facteur Degré de liberté (dl)  p (perméabilité a la vapeur d’eau) =
Nature du polymeére 1 <0.001
Fonctionnalisation 1 <0.001

Polym. x Fonct. 1 0.099
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9.3.Analyse multifactorielle de la variance (ANOVA) réalisé sur les valeurs de

gonflement des billes

Facteur Degré de liberté (dl) p (perméabilité i la vapeur d’eau) =
Nature du polymére 1 <0.001
Fonctionnalisation 1 <0.001
Temps 15 <0.001
Polym. x Fonct. 1 <0.001
Polym. x Temps 15 <0.001
Focnt. x Temps 15 <0.001
Polym. x Fonct. x Tps 15 0.194

9.4.Analyse multifactorielle de la variance (ANOVA) réalisé sur les valeurs de

concentration des micronutriments encapsulés au cours des 6 mois de stockage

Facteur Degré de p (VitC) = P (pro p (Fer)=
liberté (dl) Vit A) =
Nature du polymére 1 0.023 0.001 <0.001
Fonctionnalisation 1 0.047 0.031 0.005
Temps 8 0.016 0.009 . 0.004
Polym. x Fonct. 1 0.007 0.045 0.019
Polym. x Temps 8 0.015 0.021 0.009
Fonct. x Temps 8 0.034 0.049 0.034
Polym. x Fonct. x Tps 8 0.048 0.037 0.050
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9.5.Analyse multifactorielle de la variance (ANOVA) réalisé sur les valeurs de libération

contrdlée des micronutriments encapsulés

Facteur Degré de p (Fer) = p(VitC)= , P (pro
liberté (dl) " VitA)=

Nature du polymere 1 <0.001 <0.001 <0.001
Fonctionnalisation 1 <0.001 <0.001 <0.001
Temps 1 <0.001 <0.001 <0.001
Polym. x Fonct. 1 <0.001 <0.001 <0.001
Polym. x Temps 10 <0.001 <0.001 <0.001
Focnt. x Temps 10 <0.001 <0.001 <0.001
Polym. x Fonct. x Tps 10 <0.001 <0.001 <0.001
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