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ABREVIATIONS

5-HT: 5-hydroxytryptamine (Serotonin)

A: Angstrom

AA: Acide arachidonique

AAL: Acide a—linolénique

ACE: Enzyme de conversion de I'angiotensine
ADN: Acide désoxyribonucléique

AE: Apport énergétique

AGMI: Acides gras monoinsaturés

AGPI: Acides gras polyinsaturés

AGPI-LC: Acides gras polyinsaturés a longue chaine
AGS: Acides gras saturés

AL: Acide linoléique

ANC: Apports nutritionnels conseillés

ANOVA: Analyse de la variance

ANSES: Agence nationale de sécurité sanitaire
AOAC: Association of Official Agricultural Chemists
AOCS: American Oil Chemists’ Society

AP-1: Activateur de la protéine 1

APCI: lonisation chimique a pression atmosphérique
APS: Persulfate d’ammonium

ATP: Adénosine triphosphate

ATR: Réflexion totale atténuée

AUC: Aire sous la courbe

BDNF: Brain-derived neurotrophic factor

BF: Bras fermés

BF3: Trifluorure de bore

BHA: Butylhydroxyanisole

BHT: Butylhydroxyltoluéne

BO: Bras ouverts



CaCIz:
CALIPSO:

CC:
CCK:
CCM:
Ccco:

Chlorure de calcium

Consommations alimentaires de poissons et produits de Ia
imprégnation aux éléments traces, polluants et oméga-3
Compartiment claire

Cholécystokinine

Chromatographie sur couche mince

Chambre claire/obscure

Cellules STC-1: Cellules dérivées de tumeurs intestinales de souris transgéniques

CID:
Co:
CO,:
CoQqo:
CoQg:
CoxX:
CPG:
CPG-IFD:
CPLP:
Cu,S0q:
DAG:
DCFH:

DCFH-DA:

DH:
DHA:
DLS:
DMSO:
DPA:
DPG:
DSC:
DTT:
EDTA:
EE:
ELD:

Collision-induced dissociation
Compartiment obscur

Dioxyde de carbone

Coenzyme Qqq

Coenzyme Qg

Cyclo-oxygénase

Chromatographie en phase gazeuse
Chromatographie phase gaz avec détection a ionisation de flamme
Complexe phospholipopeptidique
Sulfate de cuivre

Diacylglycérols
Dichlorofluorescéine

2'-7' diacetate dichlorofluoresceine
Degré d’hydrolyse

Acide docosahexaénoique

Dynamic Light Scattering
Dimethylsulfoxide

Acide docosapentaénoique
Diphosphatidylglycérol
Calorimétrie différentielle
Dithiothreitol

Acide éthylene diamine tétraacétique,
Ethyl ester

Electrophorese Laser Doppler

mer

et



ENSAIA:
EPA:
ESI:
ESM:
ET:
FAM:
FAO:
FDR:
FID:
FSC:
FTIR:
GABA:
GL:
GLK:
GLS:
H,0,:
H,S0,:
H;BO;3:
HCL:
HPLC:
HPLC-MS:
HPMC:
1A:
ICP-MS:
ICP-OES:
IgE:

Inc:

IP:

IQR:

IS:

I1SO:
IUPAC:

Ecole nationale supérieure d'agronomie et des industries alimentaires
Acide eicosapentaénoique

lonisation par électronébulisation

Ecart type lié a la moyenne

Ecart type

Flore mésophile aérobie

Food and Agriculture Organization

False Discovery Rate

Détecteur a ionisation de flamme

Taille

Fourier Transform Infrared Spectroscopy

Acide gamma-aminobutyrique

Glycolipides

Glycolipides du Krill

Glycolipides du saumon

Le peroxyde d’hydrogene

Acide sulfurique

Acide borique

Acide chlorhydrique

Chromatographie liquide a haute performance
High Performance Liquid Chromatography—Mass Spectrometry
Hydroxypropyl Methylcellulose

Indice d’acide

Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry
Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry
Immunoglobuline E

Incomptable

Indice de peroxyde

Interquartile range

Indice de saponification

International Organisation for Standardization

International Union of Pure and Applied Chemistry



kDa: Kilo Dalton

Kl: lodure de potassium

KOH: hydroxyde de potassium

L-PC: Lysophosphatidylcholine

LC: Chromatographie liquide

LC-MS: Chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse
LDL: Low-density lipoprotein

LiBio: Laboratoire d'Ingénierie des Biomolécules
LiBO,: Lithium metaborate

LN: Lipides neutres

LNK: Lipides neutres du Krill

LNS: Lipides neutres du saumon

LOX: Lipoxygénase

LP: Lipide polaire

LTK: Lipides totaux du Krill

LTQ-MS: Linear Trap Quadrupole-Mass Spectrometer
LTS: Lipides totaux du saumon

MA: Maladie d'Alzheimer

MAG: Monoacylglycérols

ME: Mobilité électrophorétique

MET: Microscopie électronique a transmission
MG: Matiere grasse

MH: Maladie de Huntington

MP: Maladie de Parkinson

MS: Spectroscopie de masse

Na,S0,: Sulfate de potassium

NAD (P) H:  Nicotiamide Adenine Dinucléotide (phosphate) réduit
NAOH: Hydroxyde de sodium

NFENISO: Norme Européenne et internationale

NH;s: ammoniaque (gaz)

NH,": lon ammonium

NMID FA: Non-Methylene-Interrupted Dienoic Fatty Acid



NO:
nq:
NS:
NT:
OGA:
OIT:
OMS:
PBS:
PC:

PE:

PF:
PG:
Ph.Eur:
PI:
PITC:
PL:
PLK:
PLS:
PLSD:
PS:
PUFA:
PZ:
ROS:
SARM:
SDS:
SDS-PAGE:
SLA:
SOD:
SRM:
SSC:
SVF:
TAG/TG:

Oxyde nitrique

Non quantifiable

Non significatif

Azote total

Gélose glucosée a I'oxytétracycline
Temps d'induction oxydatif
Organisation Mondiale de la Santé
Phosphate buffered saline
Phosphatidylcholine
Phosphatidylétanolamine

Perte au feu

Phosphatidylglycérol

European Pharmacopoeia
Phosphatidylinositol
Phénylisothiocyanate
Phospholipides

Phospholipides du Krill
Phospholipides du saumon
Protected least significant difference
Phosphatidylsérine
Polyunsaturated fatty acids
Potentiel Zeta

Especes réactives a I'oxygéne
Service d’analyse des roches et des minéraux
Sodium dodecyl sulfate

Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
Sclérose latérale amyotrophique
Super Oxyde Dismutase

Single reaction monitoring
Granulosité

Sérum de veau feetal

Triacylglycérols



TBX:
TCA:
TDAH:
TEMED:
Tf:
THBQ:
TNFa:
TSB-YE:

U.S.EPA:

UA:
UCP2:
UFC:
USA:
uv:
VLDL:
VRBL:
ZM:
ZP:

Gélose-Agar-Terreno

Acide trichloroacétique

Trouble de déficit de I'attention / hyperactivité
N,N,N',N'-tétramethyl- éthane-1,2-diamine
Température de fusion
Tertiobutylhydroquinone

Tumor necrosis factor-alpha

Bouillon Trypcase Soja + extrait de levure
United States Environmental Protection Agency
Unité arbitraire

Mitochondrial uncoupling protein 2

Unité formant colonie

United States of America

Ultra violet

Very low-density lipoprotein

La gélose lactosée biliée au cristal violet et au rouge neutre
Zone médium

Zone périphérique
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Introduction générale

Les ressources halieutiques représentent un formidable gisement potentiel de molécules
bio-fonctionnelles qui intéressent les domaines de I'agro-alimentaire, de la nutraceutique et
du monde médical. Parmi ces composés, les lipides marins, riches en acides gras
polyinsaturés a longue chaine, sont principalement extraits d’especes de poisson a faible
valeur ajoutée ou de petits pélagiques. Les deux chefs de file des acides gras de la série
oméga-3, a savoir les acides éicosapentaénoique et docosahexaénoique, sont présents en
quantité importante dans les lipides de poisson dits « gras » comme I'anchois, la sardine, le
hareng mais aussi le saumon. Les organisations mondiales (FAO, OMS...) s’accordent sur le
fait que, dans la plupart des sociétés, la consommation en acides gras polyinsaturés a longue
chaine de type oméga-3 (AGPI-LC-w3) reste tres faible. De nombreuses études montrent que
nos besoins en acides gras de la série oméga 6 sont largement couverts par les régimes
occidentaux, ce qui tend a augmenter le ratio oméga 6/oméga-3 qui devrait tendre vers 5,
selon I'agence nationale de sécurité sanitaire (ANSES, 2010). Aujourd’hui, ce ratio atteint des
valeurs trés différentes en fonction des populations, des modes de vie et des habitudes
alimentaires. Pour illustrer cette évolution, une étude du Professeur Simopoulos (2011)
avance des valeurs de 50 pour ce ratio en Europe et aux USA, 12 au Japon et de 1 chez les
esquimaux du Groenland (Simopoulos, 2011).

De nombreuses études montrent qu’un déficit en oméga-3, notamment en EPA et DHA peut
étre a l'origine de problemes de santé (stress, maladie cardiovasculaire, réponses
immunitaires, maladies inflammatoires...). Ces acides gras jouent un réle important au
niveau du systéme nerveux central, sur le développement cognitif, I'apprentissage, la
plasticité des neurones, la synaptogénese ainsi que dans la transmission synaptique (Mazza
etal., 2007).

Dans le but de rééquilibrer ce ratio, les recommandations en France présentent de nouveaux
apports nutritionnels conseillés (ANC) en EPA et DHA de 250 mg/jour/adulte pour chacun de
ces deux AGPI-LC. Il est intéressant de noter que toutes les recommandations des
organisations mondiales, en acides éicosapentaénoique et docosahexaénoique, dépassent

en moyenne les 200 mg/jour (Bockisch, 2010).
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Afin de répondre a cette demande, le marché mondial des huiles marines a connu ces
dernieres années, un développement de produits permettant une supplémentation en
omeéga-3. Estimé a plus de 700 millions de dollars avec une augmentation annuelle de 8%
(Clough, 2008), ou I’Australie et I'Espagne sont les leaders (Mellentin, 2008), les
compléments alimentaires mis a la disposition du consommateur, sont formulés a partir
d’huiles de poisson généralement extraites de petits pélagiques, de co-produits de
I'industrie de saurisserie, du Krill et de micro-algues.

Depuis 10 ans, les Laboratoires Le Stum commercialisent un complément alimentaire a base
d’un complexe phospholipopeptidique de tétes de saumon, extrait sans solvant organique.
Ce produit permet d’apporter une fraction lipidique riche en AGPI-LC-oméga-3 estérifiés sur
des phospholipides et sur des triacylglycérols, en méme temps qu’une fraction peptidique
constituée d’hydrolysats marins.

Cette étude s’inscrit dans la continuité des travaux de recherche menés au Laboratoire
d’Ingénierie des Biomolécules sur ce complexe phospholipopeptidique, afin d’élucider les
effets de synergie des différentes fractions lipidiques et peptidiques. Le complexe
phospholipopeptidique, extrait a partir d’'un procédé enzymatique breveté, respectueux de
I’environnement utilise comme substrat les co-produits de l'industrie de filetage et plus
précisément les tétes de saumon, riches en phospholipides. En effet, le saumon est
largement consommé en France et dans le monde, suite aux recommandations
nutritionnelles des organisations pour la santé ainsi qu’aux études scientifiques effectuées
prouvant les effets des oméga-3 sur la santé. Actuellement, la production mondiale du
saumon d’aquaculture (Salmo salar) est en pleine expansion, représentant 90% du marché
du saumon d’élevage avec un million de tonnes en 2007, et plus de 50% du marché global du
saumon (Jones, 2012).

Ce travail de thése a été élaboré dans le cadre d’une bourse CIFRE en partenariat avec les
Laboratoires Le Stum et I'ENSAIA. Il a pour objectif général, de mettre en évidence une
double vectorisation de molécules, faiblement bio-disponibles dans une matrice nano-
émulsionnée et stabilisée par des phospholipides, naturellement riches en EPA et DHA. Le
Coenzyme Qg et la curcumine ont été choisis comme molécules a vectoriser par le biais de
ce vecteur.

La premiere étape a consisté a caractériser d’un point de vue physicochimique, les

différentes fractions lipidiques, polaires et neutres, en termes de composition et de régio-
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distribution des AGPI-LC. Une analyse comparative des acides gras estérifiés sur les
principaux phospholipides (phosphatidylcholine et phosphatidyléthanolamine) du saumon et
du Krill a été effectuée apres action de la phospholipase A,.

Les analyses de composition en acides aminés, des minéraux et des peptides par
protéomique ont été réalisées afin de connaitre l'influence sur I'anxiété de chacune des
fractions du complexe, dans le cadre d’une étude sur modéle murin. L'effet du complexe
phospholipopeptidique et ses fractions sur le statut oxydatif endogéne des neurones de
souris traitées, a d’autre part été mis en évidence.

Apres avoir formulé des nano-émulsions stabilisées par les phospholipides du complexe
phospholipopeptidique (150-220 nm), nous avons testé in vitro et in vivo leur efficacité sur la
biodisponibilité des molécules testées. Différentes formulations, vectorisant le coenzyme
Qqo, ont été introduites par voie orale chez des rats cathétérisés. La concentration
plasmatique de coenzyme Qio retrouvée dans la circulation sanguine des animaux a été
mesurée pour chaque formulation administrée. L'efficacité de la vectorisation sur 'activité
anticancéreuse de la curcumine a été également été étudiée sur une lignée de cellules
cancéreuses de type MCF7.

Le présent document présente trois chapitres. La premiéere partie regroupe une synthése
bibliographique permettant de faire un point sur I’'ensemble des techniques d’extraction, les
effets des AGPI-LC, les produits existants, avant de présenter le contexte du projet. Le
deuxieme chapitre concerne I'approche méthodologique (physicochimique, in vitro et in
vivo), utilisée pour ce travail. Enfin, le dernier chapitre présente les résultats expérimentaux

les plus pertinents obtenus a la fois a I’échelle scientifique et industrielle.
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2.1 Lipides d’origine marine

2.1.1 Structure et nomenclature des lipides

Les lipides sont généralement divisés en deux grands groupes ; les lipides simples et les
lipides complexes (Figure 2:1). Les acides gras sont des molécules organiques composées
d’une chaine carbonée terminée par un groupement carboxylique (-COOH) et d’un
groupement méthyle (-CH3) a 'autre extrémité. lls se caractérisent par la longueur de leur
chaine carbonée, le nombre de doubles liaisons et la position de celles-ci sur la chaine
aliphatique. On distingue ainsi les acides gras saturés (AGS) n’ayant aucune double liaison,
monoinsaturés (AGMI) présentant une seule double liaison, et polyinsaturés (AGPI)

présentant plusieurs doubles liaisons (2 a 6).

2.1.2 Lipides simples

Les lipides simples ou neutres sont des molécules complétement apolaires, insolubles dans
I’eau et solubles dans les solvants organiques (diéthyl éther, hexane, benzéne, chloroforme
et méthanol). Principalement composée d’une chaine aliphatique terminée par un
groupement carboxylique, la structure de ces molécules peut présenter différentes
configurations par la présence d’une ou plusieurs liaisons éthyléniques, permettant un
classement en plusieurs catégories.

Parmi les AGPI, on retrouve 4 familles en fonction de la position de la premiére insaturation
par rapport au groupement méthyle N terminal : n-7 (oméga 7), n-9 (oméga 9), n-6 (oméga
6) et n-3 (oméga-3). Ces acides gras peuvent étre estérifiés sur un squelette de glycérol
donnant naissance a des monoacylglycérols (MAG), des diacylglycérols (DAG) ou des

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

Les huiles commerciales obtenues aprés raffinage sont généralement composées de
triacylglycérols représentés sur la Figure 2:2.
I
o CH,— 0—C—Rt
R2 — C— O— CH
C (0] | 0
CH,— 0— C—R3

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

2.1.3 Lipides complexes

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

généralement sous forme d’esters d’acide phosphorique (HsPO4) mais aussi parfois sous
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forme d’acide phosphonique (H3PO3) qui est trés instable (Christie, 2003; Wang, 2008). Les
phospholipides (PL) sont divisés en deux sous classes : les glycérophospholipides et les

sphingolipides.
2.1.3.1 Les glycérophospholipides

L'élément de base constituant cette sous classe de phospholipides est |acide
phosphatidique qui est constitué d’un glycérol sur lequel sont estérifiés deux acides gras et
un acide phosphorique (H3PO4). En s’associant a un alcool de type sérine, choline,
éthanolamine ou inositol, [I'acide phosphatidigue forme respectivement Ia
phosphatidylsérine (PS), la phosphatidylcholine (PC), la phosphatidyléthanolamine (PE) et le
phosphatidylinositol (PI) (Figure 2:3).

o
o CHZ—O—!—FH o CH,— 0—C—Ri
R2 — G— O0— CH R2 — C— 0— CH
cL2 —o— !3|—O—CH2CH2N(CH3)3 CLZ— 0— P—O—CH,CHNH3 "
! !
Structure chimique de la PC Structure chimique de la PE
I I
5 Cng—o—lclz—m h) CH,— 0—C—Ri
R2 — G— O— CH
R2 —C— O0— CH o | ﬁ

| + CH,— 0— P—O

CH, — 0— P—O0—=CH,CHNH, | "
| (O3 5
o~ CO0 ~
OH
Structure chimique de la PS Structure chimique du PI

Figure 2:3 Structure chimique des différents phospholipides

Le phosphatidylglycérol (PG) et le diphosphatidylglycérol (DPG) appelé aussi la cardiolipine
sont composés d’une deuxieme molécule de glycérol (Figure 2:4). La cardiolipine a été

découverte dans les cellules cardiaques d’ou son nom (Figure 2:5).
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I
o CH,— O0—C—R1

R2 —C—O— CH
c—o | o
CH, — 0— P—O—CH,— CHOH—CH,OH

0]

Figure 2:4 Structure chimique d'un PG

CH,— O0—C—Rt

0
R2—!—O— CH o o

CI|-|2 — 0— P—O—CH, CH,—O—C—R3

(|)_ (lH—OH o CH—O0—C—R4

| I | I
(6]

CH,— O —P—0—CH,

O

Figure 2:5 Structure chimique d'un DPG

Les plasmalogenes ou étherphospholipides (Figure 2:6) sont des dérivés des
glycérophospholipides ayant la méme structure que les acides phosphatidiques. L’alcool gras

est lié au premier carbone du glycérol par une liaison vinyl-éther au lieu d’une liaison ester.

C17H35
/l\o -
0
y C/\/O\/?\/O\ P/
33~16 \
J "o
O \\‘
N

3

Figure 2:6 Structure d'un plasmalogéne

Le groupement phosphate peut étre lié a la sérine, la choline, I'éthanolamine ou l'inositol.
Les plus abondants dans la nature restent les plasmalogenes avec un groupement choline ou

éthanolamine.
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2.1.3.2 Les sphingolipides

Les sphingolipides (Figure 2:7) sont constitués d’'une sphingosine liée a un acide gras par sa
fonction NH,. Les sphingolipides sont des lipides non essentiels pour la croissance et pour la
synthése d’énergie. Cependant, malgré leur faible digestion, les sphingolipides intéragissent
dans le lumen gastrique avec les stérols inhibant I'absorption du cholestérol. En plus de leur
effet anti-cholestérolémiant, les sphingolipides influencent le métabolisme des
triacylglycérols et présentent des effets antitumoraux au niveau de l'intestin, dont les

mécanismes d’action sont encore mal connus (Nilsson, 2008).

CH; — (CH,),,— CH==CH— CHOH

NH,— CH

CH,OH

Figure 2:7 Structure chimique d'un sphingolipide

Le plus simple des sphingolipides est le céramide (Figure 2:8), dont I'acide gras lié a la

fonction NH, de la sphingosine est soit saturé ou monoinsaturé (16 a 24 carbones).

0
HN)]\ (CH,),CH,
HO N~ (CH,).,CH,
OH

Figure 2:8 Structure chimique d'un céramide

Les sphingolipides complexes sont divisés en deux catégories : les sphingomyélines et les
glycolipides. Les sphingomyélines (Figure 2:9) sont composées de sphingosine liée a un acide

gras et a un groupement phosphorylcholine.
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H CH
CH—NH—GC—R s

| Il
0]
HO— CH—CH==CH — (CH,),,—CH,

Figure 2:9 Structure chimique d'une sphingomyéline liée a un acide gras (R)

Les glycolipides (Figure 2:10) sont composés de sphingosine liée a un acide gras et a un ose.
0]

CH,—0—C—Rt

CH,OH R2—C—O0O—CH

0 I |
OH 0] CH

| 2

0]

O
OH

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

Les sources alimentaires principales de sphingolipides restent la viande, les produits laitiers
(spécialement le lait humain), les ceufs, les produits a base de soja ainsi que la farine de blé.
Le poisson contient beaucoup moins de sphingolipides que la viande rouge, mais reste trées
riche en glycolipides. Le ratio sphingomyéline/glycolipide est compris entre 1 a 2,9; 5,2 a
19,2; 1,6 a 8,3 respectivement dans le filet de poisson, la volaille et la viande rouge
(Hellgren, 2001). Dans le cas du saumon, les études menées par Hellgren en 2001 montrent
une teneur de 300 umol/Kg en sphingolipides dont 187 umol/Kg de sphingomyélines et 114
umol/Kg de glycolipides.

2.1.4 Syntheése des acides gras polyinsaturés a partir des acides gras essentiels

Les acides gras saturés, monoinsaturés et certains acides gras polyinsaturés (familles n-7 et
n-9) peuvent étre synthétisés par I'organisme. Les précurseurs des acides gras des séries n-3
et n-6 (respectivement |'acide alpha-linolénique et l'acide linoléique) ne peuvent étre
synthétisés par I'organisme. Chez les mammiféres, le caractere indispensable de ces deux
acides gras a été démontré dans les années 1950-1960 (Adam et al., 1958; Guesnet, 2005;

Hansen et al., 1958) et doivent par conséquent étre apportés par I'alimentation. lls sont
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donc dits indispensables. En effet, les animaux ne possédent que les A5, A6 et A9
désaturases qui sont incapables de synthétiser les précurseurs des deux familles w3 et w6.
Contrairement au métabolisme animal, les plantes sont capables de synthétiser les acides
gras des deux familles n-3 et n-6 ainsi que de les convertir d’'une famille a une autre en
raison de la présence des Al12 et A1l5 désaturases (O'Keefe, 2002). Ces deux enzymes
génerent successivement le 18:2n-6 et le 18:3n-3 a partir de I'acide oléique (18:1n-9).

Ces deux acides gras sont les précurseurs métaboliques respectifs de dérivés a longue chaine
renfermant de quatre a six insaturations et de 20 a 22 carbones, notamment ['acide
arachidonique (AA) (20:4n-6) pour la série oméga-6, et |'acide docosahexaénoique (DHA)
(22:6n-3) pour la série oméga-3. Les deux voies métaboliques de synthese donnent
naissance a des AGPI-LC qui peuvent entrer en compétition car elles utilisent les mémes
enzymes de désaturation et d’élongation. Les réactions d’élongation et de désaturation ont
lieu dans le foie.

La Figure 2:11 représente les deux voies métaboliques de la synthése de I'AA et du DHA a
partir des précurseurs C18:2n-6 et C18:3n-3. Les deux voies métaboliques différent par une
étape supplémentaire dans la synthese du DHA qui est la B-oxydation et qui se produit dans

les peroxysomes au sein des cellules hépatiques.
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Figure 2:11 Voies métaboliques de synthése du DHA et de I’AA (Schmitz and Ecker, 2008)
A. : Acide

En ce qui concerne les sources d’acides gras polyinsaturés a longue chaine (AGPI-LC) de

notre alimentation courante, la consommation de produits animaux terrestres (viande, ceuf)

et lait maternel permet de subvenir aux besoins en AGPI-LC de la série n-6. Les besoins en

AGPI-LC de la série n-3 sont généralement couverts par la consommation de poissons et

d’autres produits animaux marins. Il faut noter que le taux de conversion de I'acide alpha-

linolénique en AGPI-LC (EPA et DHA) reste relativement faible chez ’'homme. Des études ont

montré que ce taux de conversion de I’AAL en EPA, s’établit entre 0,2 et 21% (Emken et al.,

1998).

2.2 Le métabolisme des acides gras

2.2.1 Biodisponibilité des acides gras

L’absorption des huiles et corps gras dépend de la nature des acides gras mais aussi de leur

régio-distribution sur la molécule vectrice que ce soit des triacylglycérols ou des lipides
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polaires. La biodisponibilité des AGPI-LC, est en effet directement liée aux mécanismes de
digestion des lipides dont la finalité est de les rendre assimilable, pour traverser la
mugqueuse intestinale de l'organisme. La digestion et I'absorption des lipides s’effectuent
dans lintestin gréle, ou ils sont soumis a l'action des lipases pancréatiques, des
phospholipases A, et des cholestérols estérases (Figure 2:12).

Les acides gras estérifiés en position sn-1 et sn-3 sur les TAG sont libérés par I'action de la
lipase pancréatique dans le duodénum sous la forme de monoacylglycérols et d’acides gras
libres. Les acides gras en positions sn-2 des TAG sont absorbés et distribués dans des
chylomicrons (Wanasundara and Shahidi, 1997). Positionnés en sn-2, les acides gras sont
mieux absorbés (Favé et al., 2004). En ce qui concerne les phospholipides, il y a libération de
lysophospholipides et des acides gras libres. Ces produits libérés sont ensuite émulsionnés
avec les sels biliaires provenant de la vésicule biliaire pour produire une suspension
micellaire a partir de laquelle les lipides sont absorbés a travers les membranes des cellules
épithéliales. Au niveau de ces derniéres, les produits de digestion sont rassemblés et
intégrés dans des chylomicrons, qui sont ensuite libérés dans les petits vaisseaux
lymphatiques via le canal thoracique pour atteindre la veine sous-claviere, la circulation
sanguine et enfin le cceur. Les chylomicrons seront ensuite distribués dans tout I'organisme
a partir du ceeur.

Une partie des acides gras a courte ou moyenne chaine (< 20 carbones) est absorbée sous
leur forme non estérifiée. lls passent directement dans le sang portal (veine porte) pour étre
ensuite métabolisés dans le foie. Les sels biliaires sont ensuite réabsorbés avec le cholestérol

dans la partie inférieure de I'intestin gréle (iléon) (Harwood et al., 2002; Rgyneberg, 2005).
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Figure 2:12 Schéma récapitulatif de la digestion des lipides

Plusieurs études ont montré que les phospholipides marins permettent une meilleure
distribution des AGPI-LC oméga-3 au niveau du cerveau, comparés aux triacylglycérols
(Lemaitre-Delaunay et al., 1999; Wijendran et al., 2002). Ceci peut étre expliqué par la
richesse des lipides polaires en AGPI-LC-oméga-3 ainsi que par leur comportement
amphiphile qui leur confére une trés bonne dispersibilité et une accessibilité envers les
phospholipases (Henna Lu et al., 2011). En effet, dans le tractus intestinal, I'interface lipide-
eau augmentée par la présence des phospholipides facilite I'adsorption ainsi que la catalyse
des lipases pancréatiques et des phospholipases (Cansell, 2010).

Une étude effectuée sur des rats afin de suivre la biodisponibilité des AGPI-LC en fonction du
régime alimentaire composé de différentes huiles (soja, saumon, phoque, foie de morue),
phospholipides (soja, morue, mélange marin contenant 50% d’EPA et de DHA 1:2) et esters

éthyliques, a montré I'importance de la nature du vecteur d’acides gras (PL ou TAG) sur la
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biodisponibilité des AGPI-LC dans des organes cibles comme le foie et le cerveau
(Rpyneberg, 2005). Les résultats ont montré qu’il n’y a pas de différence d’incorporation des
AGPI-LC lorsqu’ils sont vectorisés sous forme de TAG, quelque soit la source administrée.
Dans le foie, seules les sources marines, indépendamment du type du vecteur, permettent
d’augmenter la teneur en EPA et en DHA. Au niveau du cerveau, le taux d’EPA est augmenté
uniquement lors de I'administration des régimes marins, alors que le taux de DHA n’est
enrichi que par I'administration des PL marins, I’huile de foie de morue et I'huile de phoque.
Du fait de son encombrement stérique di aux doubles liaisons, le DHA estérifié en position
sn-2 est protégé contre l'action des lipases gastriques. Dans ces conditions, la fraction

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

2.2.2 Distribution régio-spécifique des acides gras sur le glycérol
2.2.2.1 Régio-distribution des acides gras sur les TAG

Une étude épidémiologique, menée par Kromann & Green (1980) sur lincidence de
I'infarctus du myocarde chez les Inuit du Groenland, a montré un effet protecteur de la
consommation d’AGPI-LC contenus dans la graisse de phoque (Kromann and Green, 1980).
Les fonctions physiologiques des acides gras dépendent de leur distribution
intramoléculaire. Une étude comparative concernant |'effet de la régiodistribution des AGPI-
LC (EPA, DHA) vectorisés par de I’huile de poisson versus graisse de phoque a été menée par
Ilkeda et al., (1998). Les résultats de cette étude montrent qu’aprés 3h d’administration des
huiles de phoque et de poisson, 62 et 74% de I'EPA et du DHA provenant de I'huile de
poisson sont retenus parmi les TAG de la lymphe. Dans le cas de la graisse de phoque, les
résultats montrent une rétention de 94 et 95% d’EPA et de DHA. Cette différence est due au
fait que ces deux AGPI-LC sont retrouvés essentiellement en position sn-1 et sn-3 dans les
triglycérides de la graisse de phoque et en position sn-2 dans les TAG de I'huile de poisson
(Ikeda et al., 1998).

De nombreuses études ont montré que les AGPI-LC se positionnent généralement en sn-2 au
niveau du glycérol dans les huiles de poisson (Ando et al., 1992). Ce positionnement des
AGPI-LC leur procure une grande stabilité face a I'oxydation (Wijesundera et al., 2008).

Il existe plusieurs méthodes permettant d’identifier les acides gras ainsi que leur régio-

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

Méthode utilisée

Principe

Références

Méthode

enzymatique

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

I’échange entre les esters d’acides gras et I'éthyle acétate

(Negishi et al., 2003)

d’échange ajouté dans le milieu réactionnel.
d’esters Injection directe en CPG.
Hydrolyse Purification des TAG par chromatographie sur couche | (Li et al.,, 2007a; Negishi

enzymatique

mince. Hydrolyse par des lipases pancréatiques (sn-1/3).
Séparation par chromatographie sur couche mince.
Transméthylation des acides gras.

Analyse par CPG.

et al.,, 2003; Yoon and
Noh, 2011)

Déacylation Utilisation du bromure d'éthylmagnésium. (Ikeda et al., 1998; Turon
chimique Séparation par chromatographie sur couche mince. etal., 2002)
Transméthylation des acides gras.
Analyse par CPG.
HPLC Phase mobile constituée d’hexane avec 0,5% | (Adlof, 1995)

d’acétonitrile.
La détection des acides gras en sn-2 s’effectue en UV a

206 nm.

RMN 'H et **c

Les TAG sont solubilisés dans du chloroforme deutéré
(20%).
La composition en acides gras est déterminée en se

basant sur la hauteur des pics retrouvés.

(Miyake et al., 1998;

Negishi et al, 2003;

Pérignon et al., 2011)

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

d’échange d’esters sont proches de la technique de I’hydrolyse enzymatique. Turon et ses

collaborateurs (2002) ont montré gu’en mettant une plus grande quantité de bromure

d'éthylmagnésium, la réaction n’est plus aléatoire vis a vis des positions d’acides gras sur le

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

2.2.2.2 Régio-distribution des acides gras sur les phospholipides

Il existe peu d’études récentes qui se sont intéressées a identifier la nature et la position des

acides gras sur les phospholipides marins. Une étude sur l'influence d’un traitement

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

collaborateurs (1996), a montré une proportion importante de DHA en position sn-2 (43%)
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contre 9,3% en position sn-1. Cette étude fait ressortir le caractere thermolabile de la
molécule de DHA qui diminue apres le procédé de cuisson quelque soit sa position (39,4% en
sn-2 vs 14,7 en sn-1) (Aubourg et al., 1996). L'effet d’'un procédé de congélation a -12°C
pendant trois mois, a également été étudié sur les teneurs de DHA en position sn-1 et sn-2
de PC de saumon d’Atlantique (Polvi et al., 1991). L’analyse stéréospécifique a révélé que le
DHA était majoritairement présent en grande quantité en position sn-2 (64,2%)
contrairement a la position sn-1 (2,8%). Il ne reste plus que 42,9% de DHA en sn-2 vs 3,9% en
sn-1 aprés 3 mois de conservation a -12°C, montrant I'importance du mode de conservation
sous atmosphere inerte. Miyashita et ses collaborateurs (1994) ont montré que la PC d’ceufs
de saumon est plus stable vis a vis de I'oxydation que la PC de soja malgré une teneur plus
élevée en AGPI-LC de la PC de saumon, en raison de la position importante des AGPI-LC en
sn-2 pour la PC de saumon (Miyashita et al., 1994).

Yoshida et ses collaborateurs (2011) ont étudié, la composition et la régio-distribution des
acides gras estérifiés sur différentes classes de phopholipides de graines végétales (Yoshida
et al.,, 2011). Contrairement aux enzymes utilisées pour l'identification des acides gras
estérifiés en position sn-1 et sn-3 sur le glycérol des TAG, I'analyse des phospholipides
s’effectue a I'aide de la phospholipase A, qui hydrolyse spécifiqguement I'acide gras estérifié
en sn-2 sur le phospholipide, libérant un acide gras libre et un lysophospholipide (Williams et
al., 1995). Cette méthode sera abordée en détail dans le chapitre Matériels et Méthodes.

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

régio-distribution des acides gras sur les phospholipides.

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

Méthode utilisée Principe Références
Méthode Méthode de Griffiths et al., (Griffiths et al., 1985; Williams et
enzymatique ; Utilisation du tampon borate (pH=8,9) al., 1995)

Méthode modifiée par Ackman et al., : (Polvi et al., 1991)

Phospholipase A,
Utilisation du tampon Tris (pH=7,5) contenant du CaCl,

(4mMm) (Yoshida and Kajimoto, 1978;
Méthode de Yoshida et al., Yoshida et al., 2009a; Yoshida et

Utilisation du tampon Tris (pH=7,5) contenant du CaCl, | al., 2007; Yoshida et al., 2011)
(0,01mM)

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

2006; Pulfer and Murphy, 2003)
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2.3 Oxydation des acides gras polyinsaturés a longue chaine vectorisés sous forme
de triacylglycérols, phospholipides ou esters éthyliques

2.3.1 Les réactions d’oxydation

Les lipides d’origine marine se distinguent des autres sources de lipides animales ou
végétales par leur forte teneur en AGPI-LC. La qualité de ces huiles peut étre altérée, que ce
soit au niveau de leur extraction, de leur stockage ou de leur transformation, par deux
phénomeénes distincts : I'hydrolyse et I'oxydation (Eymard, 2003). En effet, I'oxydation des
huiles provoque la détérioration de ses propriétés sensorielles (rancissement, changement
de la texture et de la couleur), la diminution de la valeur nutritionnelle, un risque pour la
santé du consommateur, ainsi que des pertes économiques (Gramza et al., 2006). En plus
des flaveurs désagréables engendrées, les produits d’oxydation (hydroperoxyles, hydroxyles,
aldéhydes) (Figure 2:13) peuvent conduire au développement de maladies inflammatoires, a
de I'athérosclérose, a I'affaiblissement des réponses immunitaires mais aussi engendrer des

troubles neurodégénératifs (Henna Lu et al., 2011; Spiteller, 2006).
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Figure 2:13 Cinétique d’oxydation des acides gras insaturés

La réaction d'oxydation produit en premier lieu des radicaux instables (radicaux libres et
hydroperoxydes) qui se transforment en composés secondaires comme les aldéhydes, les
cétones et les alcools responsables des flaveurs désagréables (Eymard and Genot, 2003). En

fonction de la composition en acides gras et du nombre d’insaturations, les lipides peuvent
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étre plus ou moins sensibles aux réactions d’oxydation, initiées par des facteurs
intrinseques, comme le nombre et la position des insaturations, la nature du vecteur
d’acides gras (triacylglycérols, esters éthyliques, phospholipides...) et la position des acides
gras sur le vecteur. D’autres facteurs comme la présence de pro-oxydants (ions métalliques,
oxygene, hémes ou enzymes) et |'utilisation d’antioxydants peuvent ralentir ou accélérer
I'oxydation des lipides (Andreo et al., 2003). Certains parametres externes peuvent
également provoquer I'oxydation de ces derniers (procédés mécaniques, broyage, cuisson,
exposition a la lumiére, présence d’oxygéne) (Andreo et al., 2003).

La réaction d’oxydation est une réaction radicalaire irréversible qui se déroule en trois
étapes (Figure 2:14). L'initiation ou étape d’amorcgage conduit grace a I'apport d’énergie a la
formation des premiers radicaux alkyles (R°) a partir des acides gras (RH) (Villiere and Genot,

2006).
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Lipides insaturés (RH)

Amorcage
Meétaux
Produits primaires ROOH
hydroperoxydes
K Propagation
ROO°
\
Métaux ‘\
\
Chaleur ll Terminaison
'4
Espéces non
radicalaires
A 4

Produits secondaires I

volatils et non volatils

Figure 2:14 Représentation schématique du mécanisme réactionnel de I'auto-oxydation des lipides
(Villiere and Genot, 2006)

La deuxieme étape réactionnelle est la propagation au cours de laquelle les radicaux alkyles
formés lors de I'étape d’initiation réagissent avec les molécules d’oxygéne pour former des
radicaux peroxyles (ROO°). Ces radicaux libres néoformés (ROO°) sont capables d’enlever de
nouveaux atomes d’hydrogéne aux autres acides gras insaturés adjacents et de former ainsi
des hydroperoxydes (ROOH). Ces derniers, produits primaires instables de I'oxydation, sont
facilement décomposés en radicaux alcoyles qui peuvent aussi enlever un atome
d’hydrogéne a d’autres lipides, annong¢ant ainsi, une nouvelle phase de propagation
oxydative. D’autre part, les hydroperoxydes se décomposent et forment des produits
secondaires de l'oxydation (Eymard, 2003; Villiere and Genot, 2006). Les hydroperoxydes
contiennent souvent des dienes conjugués (Nawar, 1984).

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

radicalaires, nous arrivons a la phase terminale de la réaction d’oxydation. Ces produits non
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radicalaires formés peuvent se décomposer a leur tour et donner naissance a des produits

secondaires. Les réactions d’oxydation sont détaillées dans la Figure 2:15.

Initiation
RH +1— H° +R°
Propagation
R° + 0, — ROO°
ROO° + RH — ROOH +R°
Terminaison
ROO° + ROO° — ROOOOR — ROOR + 0,
R° + R°— RR
ROO° + R° — ROOR

Figure 2:15 Equations des réactions d’oxydation des acides gras

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

Les phénoménes d’oxydation des produits de la mer, peuvent étre palliés par plusieurs
méthodes (Pazos et al., 2005), comme la congélation, le lavage qui permet d’éliminer les
composés prooxydants, le conditionnement sous vide ou sous gaz inerte (azote), ainsi que
I'addition de chélateurs de métaux (Gramza et al., 2006). Cependant, ['utilisation
d’antioxydants reste toujours la méthode la plus efficace pour limiter I'oxydation et le

rancissement des huiles de poisson (Pazos et al., 2005).
2.3.1.1 Principaux antioxydants utilisés

Un antioxydant est une substance qui, ajoutée a faible dose a un produit naturellement
oxydable a I'air, est capable de ralentir le phénomeéne d’oxydation. Le mécanisme d’action
général des antioxydants est basé sur une compétition entre I'antioxydant et le lipide pour

céder un atome d’hydrogéne au radical peroxyle. |l existe deux catégories d’antioxydants :

2.3.1.1.1 Les antioxydants de synthese

Les principaux antioxydants synthétiques sont le BHA (butylhydroxyanisole), le BHT
(butylhydroxyltoluéne) et le THBQ (tertiobutylhydroquinone).

Cependant, les consommateurs et les industries alimentaires préférent additionner a leurs

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

Parmi les antioxydants naturels, les tocophérols ou la vitamine E sont des composés
phénoliques, lipophiles prévenant la formation des radicaux libres. On les retrouve
naturellement au niveau des huiles végétales comme I'huile de soja. Selon Frankel, (1996),
les antioxydants apolaires sont plus efficaces que les antioxydants polaires pour les huiles
(Frankel, 1996). L’acide-L-ascorbique ou vitamine C est une molécule hydrophile, largement
utilisée en industrie, qui agit principalement comme réducteur d’oxygene. Sa capacité
antioxygéne est due a son groupement ene-diol.

Une étude effectuée par Ogwok et ses collaborateurs (2008) sur la stabilité oxydative de
I’huile de perche du Nil, conservée a 65°C, a montré qu’une teneur élevée en antioxydants
naturels endogene (a-tocophérol, vitamine A et B-carotene) dans I'huile offre une protection
contre les processus de dégradation oxydative, et permet de prolonger sa durée de vie
(Ogwok et al., 2008). La quantité d’antioxydants présente au niveau des tissus de la perche

differe en fonction de son age et de sa taille (Tableau 2:3).

Tableau 2:3 Le contenu en vitamine A, B-caroténe et a-tocophérol dans I'huile extraite de la perche
du Nil en fonction de sa taille (mg/100g d'huile) (Ogwok et al., 2008)

poids du poisson (Kg) Vitamine A B-caroténe a-tocophérol
1-2 3,94 £ 0,02 2,93+0,03 11,4 +0,92
10-30 4,04 +0,01 3,35+0,01 6,57 £ 0,63
40-80 5,92 £ 0,02 4,69 £ 0,01 2,11+0,03

Une étude comparative récente effectuée par Wang et ses collaborateurs (2011) sur la
stabilité oxydative d’'un mélange d’huiles de poisson, stocké a deux températures différentes
(4 et 30°C), montre un effet antioxydant de I'acide carnosique, quelque soit sa concentration
(0,1, 0,2 et 0,3 mg/g d’acide carnosique), supérieur a 0,2 mg/g d’a-tocophérol. Cette
molécule reste tout de méme plus efficace contre I'oxydation que la vitamine E mais plus
faible que le TBHQ (0,2 mg/g de TBHQ) qui est un antioxydant synthétique (Wang et al.,
2011).

2.3.1.1.3 Méthodes de mesure du taux d’oxydation
Le Tableau 2:4, ci-dessous, présente les méthodes classiques et usuelles permettant

d’évaluer le taux d’oxydation des lipides.
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Tableau 2:4 Méthodes classiques de I'évaluation de la qualité des huiles, des produits d’oxydation
et d’autres composées lipidiques (Curtis, 2007)

Type de produit Références
Méthodes yp' P . Principe de la méthode officielles des
d’oxydation .,
méthodes
Indice de peroxydes Produit primaire Oxydation de l'iodure de AOCS Cd 8-53

potassium par les
hydroperoxydes de I’huile

AOCS Cd 8b-90
ISO 3960:2001

IUPAC 2.501
Diénes et trienes Produit primaire Mesure des diénes par UV, AQCS Cd 7-58
conjugués absorbance a 233 nm; triénes a ISO 3656:2002
268 nm (échantillon solubilisé IUPAC 2.206

dans du chloroforme/méthanol
2:1)

Indice de p-Anisidine | Produit Dosage des produits AOCS Cd 18-90
secondaire secondaires de la réaction ISO 6885:2006
d’oxydation (aldéhydes) dans IUPAC 2.501
I'huile par le réactif para- Ph.Eur. 2.5.36
anisidine
Teneur en polymeéres | Produit Chromatographie d'exclusion AOCS Cd 22-91
(oligomeres) secondaire stérique Ph.Eur. 2005: 1352

Ph.Eur. 2005:2063
Ph.Eur. 2006:1250
ISO 16931:2001

IUPAC 2.508
Indice d’acide Produit primaire Dosage des acides gras libres AQOCS Cd 3d-63
des huiles par titration avec du ISO 660: 1996
KOH Ph.Eur. 2.5.1
IUPAC 2.201

Trans isomeéres

Produit primaire

FTIR : absorbance 3 966 cm™
des doubles liaisons trans

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

Insaponifiables

Détermination gravimétrique

AOCS Ca 6b-53

des composants non- Ph.Eur. 2.5.7
saponifiables (stérols) ISO 18609:2000
Cholestérol total Produit CPG-IFD : mesure des fractions AOCS Ch 6-91
secondaire non-saponifiables de I'huile Ph.Eur. 2.4.32
Dosage du tocophérol - LC : utilisation d’un détecteur a AQCS Ce 8-89

(antioxydant)

fluorescence

ISO 9936:2006

FTIR, Infrarouge a transformée de Fourrier ; CPG-IFD, Chromatographie phase gaz avec détection a ionisation
de flamme ; LC, Chromatographie liquide ; AOCS, American Oil Chemists’ Society ; ISO, International Standards
Organization ; IUPAC, International Union of Pure and Applied Chemistry ; Ph.Eur., European Pharmacopoeia

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

d’esters éthyliques face aux réactions d’oxydation

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

réactions d’oxydation lorsqu’ils sont estérifiés sous forme de phospholipides que sous forme

de triacylglycérols, voire d’esters éthyliques. King et ses collaborateurs (1992), ont travaillé

sur l'influence des phospholipides extraits a partir du tassergal (Pomatomus saltatrix), riche
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en AGPI-LC, sur I'oxydation de I'huile de saumon. Leurs résultats montrent qu’en rajoutant
2,5% et 5% de phospholipides dans I'huile de saumon, la stabilité de I’huile est augmentée
durant un chauffage de 55 et 180°C en comparaison avec différents lots d’huile de saumon
(brute, contenant du BHT (0,02%) ou d’autres fractions lipidiques (5%) du tassergal). Avec
une teneur en DHA de 34%, les phospholipides présentent une grande stabilité face a
I’oxydation en comparaison avec les lipides neutres, contenant seulement 15% de DHA (King
et al., 1992). Une autre étude effectuée par Boyd et ses collaborateurs (1998) a également
montré |'effet protecteur des phospholipides contre I'oxydation en rajoutant 0,5% de PL a
2,5 g d’'un mélange d’huiles de saumon et de menhaden. Les résultats ont montré que les
phospholipides permettent de réduire la formation des composés volatils dans les deux
systemes d’huiles. Ils ont un effet chélateur synergique avec les antioxydants (Boyd et al.,
1998).

Song et ses collaborateurs (1997), ont étudié I'auto-oxydation du DHA sous forme de
phospholipides, de triacylglycérols et d’esters éthyliques sur une période de 10 semaines a
25°C (Tableau 2:5). Les résultats montrent une diminution drastique de la teneur en DHA en
fonction de la molécule vectrice. Au bout de 5 semaines de conservation, la quantité de DHA
estérifié sur les phospholipides et les esters éthyliques reste toujours stable (10,0 et 9,4
mol%, respectivement) contrairement au DHA estérifié sur les triacylglycérols (0,9 mol%). Au
bout de 10 semaines de stockage, seule la teneur en DHA estérifié sur les phospholipides
reste élevée (Song et al., 1997).

Nous avons effectué une étude en 2010 portant sur le suivi de I'oxydation de I'huile et de la
lécithine de saumon riche en AGPI-LC sous leur forme brute et émulsionnée (Belhaj et al.,

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

Apres 5 semaines de Apreés 10 semaines de
Temps initial
stockage stockage
Huile de Huile de Huile de
palme + palme + palme +
Acides gras
PL EE TG 20% PL EE TG 20% PL EE TG 20%
(mol%)
d'huile d'huile d'huile
de soja de soja de soja
16:0 32,5 | 41,6 | 41,8 41,7 32,7 | 41,2 | 60,2 41,4 35,3 |47,4|61,8 40,6
16:1(n-7) 1,7 3,2 3,2 0,2 2,6 4,3 3,8 0,4 1,3 49 | 2,1 0
18:0 11,1 | 4,8 51 4,3 10,7| 53 | 98 4,5 10,8 6 | 7,4 4,2

18:1(n-9) 27,7 | 22,8 | 22,4 35,8 28,4 | 22,4 |120,5 35,4 26,9 | 25,4 25,5 36,1

18:2 (n-6) 11,4 | 11,4 | 10,6 17,2 11.5| 11,7 | 1,9 17,4 119 | 9,7 | 1,8 18,2

18:3 (n-3) 0,2 0,6 0,6 0,8 03| 06 |08 0,9 03 (0503 0,9

20:4 (n-6) 1,3 0,4 0,9 - 1,2 | 06 |01 - 1,2 (06 |03 -
20:5 (n-3) 1,5 3 3,1 - 1,1 26 | 19 - 1,1 {1,203 -
22:5 (n-6) 0,3 0,9 0,9 - 01} 09 |01 - 0,2 |06 |02 -
22:5 (n-3) 1,5 0,7 0,7 - 1,4 07 |01 - 14 (04|01 -
22:6 (n-3) 10,7 | 10,7 | 10,7 - 10 94 | 09 - 96 (35103 -
n-6/n-3 0,9 0,8 0,8 22,3 1 1 0,6 20,2 1,1 2 2,4 21,5

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

Les résultats obtenus par trois techniques différentes de mesure de |'oxydation (dienes
conjugués, indice de polyenes et spectroscopie infrarouge), ont montré que la lécithine de
saumon est plus stable face a I'oxydation comparée a |'huile de saumon. D’autre part,
I'utilisation de lécithine de saumon pour ses propriétés émulsifiantes, améliore la protection
de la phase lipidique (huile + lécithine) contre I'oxydation de nanoémulsions. Ces résultats
sont confirmés par Liolios et ses collaborateurs (2009) qui rapportent que I’encapsulation de
différents principes actifs dans des liposomes de phosphatidylcholine, est une trés bonne

méthode pour les protéger contre les facteurs environnementaux induisant I'oxydation

(Liolios et al., 2009).
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2.4 Sources d’acides gras polyinsaturés a longue chaine

2.4.1 Le plancton

Les poissons représentent la principale source d’acides gras polyinsaturés a longue chaine.
Cette spécificité des ressources halieutiques provient de la forte teneur en AGPI n-3 des
écosystémes marins. Les acides gras tels que I'EPA et le DHA se retrouvent en grande
quantité (40%) dans les algues unicellulaires qui constituent le premier maillon de la chaine
alimentaire (Narayan et al., 2006). Le phyto et zooplancton, présents dans toutes les mers et
les océans, possédent un potentiel lipidique important en proportion, et diversifié en terme
de classes lipidiques. Leur faible mobilité est compensée par une flottabilité directement lié
a la densité de ces lipides, servant de réserve énergétique (TAG, ester de cires) (Tableau 2:6

et Tableau 2:7).

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

. Isochrysis | Phaeodactylum | Porphyridium Crypthecodinium
Acides gras Phytoplancton galba};m tricornutt};m c::le};)tum coh:,iai (ATCC 30556)
14:0 7,41 10,1 5,9 0,5 13,98
iso15:0 1,17 - - - -
15:0 1,45 - - - -
16:0 24,67 20,3 14,5 26,4 14,73
16:1n-7 5,05 21,4 0,7 0,9 -
18:0 4,57 0,7 0,3 0,7 10,29
18:1n-9 4,87 1,4 0,7 0,6 1,52
18:1n-7 2,9 3,6 0,8 1,2 -
18:2n-6 1,42 0,9 2,7 8,1 -
18:3n-3 1,27 1,2 0,4 - -
18:4n-3 2,24 6,4 0,2 - -
20:1n-11 0,23 - - - -
20:1n-9 1,56 0,2 - - -
20:2NMID 0,57 - - - -
22:2NMID 0,11 - - - -
20:4n-6 0,64 0,7 3,6 26,4 -
20:4n-3 - - 0,6 0,1 -
20:5n-3 9,28 22,6 24,3 27,5 -
22:5n-3 0,41 0,2 2,2 0,38
22:6n-3 14,97 8,4 1 0,4 57,32

NMID FA: Non-Methylene-Interrupted Dienoic Fatty Acid
Les acides gras sont présentés en pourcentage par rapport aux acides gras totaux

Certains acides gras spécifiques sont utilisés comme bio-marqueurs en raison de leur
localisation spécifique, comme les acides gras C16:1n-7 et C20:5n-3 présents chez les

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

phytoplancton en fonction des courants marins.

Tableau 2:7 : Composition en lipides de copépodes de I’Océan Antarctique (Hagen and Auel, 2001)

Calanoides | Rhincalanus Calanus Metridia Pareuchaeta
Caractéristiques
acutus gigas propinquus gerlachei antarctica
Taille maximale (mm) 5 8 5 4 9
Taux maximal en
51% 33% 56% 44% 45%
lipides
Forme de lipides Esters de Esters de Esters de cire /
Triacylglycérols Esters de cire
stockés cire cire Triacylglycérols
16:1;18:1; 22:1(2
Acides gras essentiels | 20:1;22:1 16:1;18:1 16:1;18:1
18 :4 isomers)

2.4.2 LeKrill

Le Krill de I'antarctique (Euphausia superba) est I'espéce la plus abondante dans les mers et
les océans. Paradoxalement, cette espece marine de Krill vivant dans les eaux de |'océan
Austral est la moins exploitée dans le monde. Sa biomasse est estimée a 650 millions de
tonnes (Thorpe et al., 2007). Euphausia superba représente 30 a 90% de I'alimentation des
oiseaux, poissons, calmars, phoques et baleines (150 MT /an). La composition en acides gras
du Krill intéresse de plus en plus le domaine de la nutraceutique en raison de sa richesse en
AGPI-LC vectorisés par des lipides polaires et neutres, ainsi que par une teneur élevée en
antioxydants, notamment |’astaxanthine (Burri, 2011). Parmi les 85 espéces de Krill, seules
six especes ont un intérét commercial dont trois d’entre elles sont présentées dans le
Tableau 2:8. L’huile de Krill contient environ 40% de phospholipides représentés en majorité
par la phosphatidylcholine (80%). Cependant le Krill possede un systéme enzymatique qui
entraine une protéolyse et une lipolyse importante suite a sa capture, rendant difficile la

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

Acides gras Euphausia Eup.Jhausia Eupi.m‘usia
superba tricantha frigida
14:00 1,2 0,6 0,9
16:00 16,2 134 18,0
16:1n-7 1,3 1,5 2,2
18:00 1,2 5,6 59
18:1n-9 5,9 17,7 15,3
18:1n-7 8,0 10,5 12,9
18:2n-6 0,6 1,8 2,2
20:1n-9 0,3 9,5 31
20:5n-3 31,6 6,7 10,9
22:6n-3 28,3 15,8 18,1

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

2.4.3 Le poisson : source d’acides gras oméga-3
2.4.3.1 Captures et consommation

Source de protéines et d’acides gras de la série n-3 importante, la consommation de poisson
est recommandée par les autorités sanitaires pour ses effets bénéfiques sur la santé (ANSES,
2010). Les ressources en poisson proviennent des captures directes mais aussi de
I'aguaculture. Les captures de péche plafonnent depuis plusieurs années autour de 92
millions de tonnes au niveau mondial (Figure 2:16) et ne permettent de répondre a la
demande (FAO, 2007). Pour pallier a la demande, I'aquaculture au niveau mondial permet
de fournir 51 millions de tonnes et ne cesse d’augmenter. Le marché mondial est dominé
par la Chine ol 90% de la consommation provient de I'aquaculture (cyprinidés). En Europe,
la production aquacole se focalise principalement sur les salmonidés (truite, saumon) mais
aussi sur des especes comme la daurade, le bar et le turbot.

Les productions aquacoles doivent leurs grandes évolutions aux recommandations
nutritionnelles des organisations pour la santé, aux études scientifiques effectuées prouvant

leurs effets sur la santé du consommateur, ainsi qu’a la vague médiatique des oméga-3.
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Anchois du Pérou 3
Lieu de I'Alaska 2,9
Bonite a ventre rayé 2,5
Hareng de I'Atlantique 2,2
Merlan bleu 2
Marquereau blanc 2
Chinchard de Chili 1,8
Anchois du Japon 1,7
Poisson-sabre commun 1,6

Thon albacore 11

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
Millions de tonnes

Figure 2:16 Tonnage des 10 premieéres espéces de poisson péchées dans le monde (FAO, 2007)

2.4.3.2 Teneur en lipides et composition en acides gras

Il est généralement admis de classer les différentes especes de poisson en fonction de leur
teneur en lipides (Harris et al., 2011). Les poissons dits « maigres » ont une teneur en lipides
dans le muscle inférieure a 2 % (morue, églefin, merlan, lieu jaune) contrairement aux
poissons dits « gras » qui présentent un pourcentage en lipides supérieur a 8% (sardine,
magquereau, hareng). Entre ces deux catégories, il existe différentes especes qui stockent les
lipides au niveau du muscle ou du tissu adipeux périviscéral, comme le saumon (Fontagné-
Dicharry and Médale, 2010 ).

La composition en acides gras des poissons varie en fonction des especes, de leur taille, du
sexe, de lI'environnement (température/salinité), de la saison, du cycle cellulaire, mais
surtout en fonction de I'alimentation (Linder, 2003; Narayan et al., 2004; Pickova and
Morkore, 2007).

Les tableaux suivants illustrent cette variabilité de la composition en acides gras chez une
méme espece de hareng en fonction de la période et du lieu de capture (Tableau 2:9 et
Tableau 2:10). La teneur en lipide du hareng peut évoluer de 4,5 a 19,9 % en fonction de la
saison (Jensen et al., 2007). Ces variations sont également observées chez les petits

pélagiques comme la sardine et I'anchois (Zlatanos and Laskaridis, 2007).
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Tableau 2:9 Pourcentage en lipides, EPA et DHA du hareng en fonction de la période et du lieu des
captures (Jensen et al., 2007; Linder et al., 2010)

Péche Nombre de hareng EPA DHA Lipides
Mer du nord, Est - juillet - 2001 26 6,9+0,2 11,0+0,4 16,0+0,9
Skagerrak - juillet - 2001 193 6,5+£0,1 10,0+0,1 16,9+0,3
Cattégat - juillet - 2001 33 6,8+0,3 11,0+£0,5 14,0+£0,9
Mer du nord, Ouest - aolt - 2001 61 6,1+0,2 10,6 £ 0,2 15,6 +0,5
Mer Baltique - novembre - 2001 58 6,1+0,1 10,9+0,1 12,7+0,3
Mer Baltique - mars - 2002 56 51+0,1 9,6+0,2 9,5+0,4
Mer du nord, Est - juin - 2002 39 7,0+0,2 11,5+0,5 12,9+0,8
Mer du nord, Est - juillet - 2002 19 7,8+0,4 13,8+1,3 96+1,1
Skagerrak - juillet - 2002 157 6,4+0,1 10,3+0,2 14,6 £0,3
Cattégat - juillet - 2002 40 6,4+0,1 10,0+0,2 15,4+0,5
Mer du nord, Ouest - septembre - 2002 57 58+0,1 10,2 +0,2 10,1+0,4
Mer du nord, Nord - novembre - 2002 50 54+0,1 11,0+0,4 6,5+0,4
Mer du nord, Nord - février - 2003 50 4,4+0,2 13,1+0,6 45+0,3
Cattégat - février - 2003 50 45+0,1 9,5+0,4 7,9+0,4
Mer du nord, Nord - mai - 2003 48 11+0,3 11,9+0,3 6,9+0,3

L’EPA, le DHA et les lipides sont présentés en pourcentage

Tableau 2:10 Teneur en lipides en g/100g d’échantillon sec de trois poissons, la sardine, I’anchois
et le picarel en fonction des saisons (Jensen et al., 2007; Linder et al., 2010)

Février Avril Juin Aot Octobre | Décembre
.Sard!ne 3,88+0,2(11,86+0,6|11,47+0,5|5,88+0,2(8,46+0,5| 6,92+0,2
(Sardina pilchardus)
Anchois 571+0,4| 3,41£0,3 | 1,32+0,2 |0,94+0,2|2,99+0,3| 2,85 +0,2
(Engraulis encrasicholus)
Picarel 4,42+04| 452+0,3 | 2,95+0,2 [0,93+0,2|1,85+0,3|3,06+0,3
(Spicara smaris)

L'étude CALIPSO effectuée par Sirot et al.,, (2008) représente une compilation riche et
compléte de la composition en acides gras des différents produits de la mer achetés et
consommeés par la population francaise. Le tableau suivant représente ces produits de la
mer, qui ne sont pas nécessairement produits ou péchés en France (Tableau 2:11) (Sirot et

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

g 0 n g |2 |2 3o 3 |q o | E g RERP * %ﬂ %o
Poisson 4 ED 3 3 ‘5 ﬁoi g ‘5 3 = cl c ‘2 :a ; ; g .5 ‘2 ° ;.” "‘.'” :,,, 5 S S
=g |c|C || |0 |g|C |3 |lglglale|s|s |8 |gls |8 |51518 |8 (3|3
T o o g 3 3 ] o & o o S S & & < g g
a O B ¥ 3] © |0 |8 |8 < | <
Anchois 1 7,51 - 134 - - 964 | 97 | 422 - 840 - 172 - 211 - - - 510 | 701 | 964 | 1365 | 1520 | 937 | 3241 | 682
Lotte 4 1021 - 8 - - 32 6 12 1 18 2 1 - 1 - 6 26 2 37 52 33 66 7
Roussette 4 0,55 - - - - 71 5 20 - 42 1 2 - - 1 - - 22 113 15 66 93 70 195 23
Morue 4 0,3 - 1 - - 45 2 10 2 19 2 1 - - 5 - - 7 28 4 75 57 24 112 8
Limande commune | 4 0,72 - 14 - 1 119 25 27 1 83 - 3 - 1 13 5 - 28 84 22 131 | 174 | 120 | 250 30
Anguille 1 20,4 | 56 | 675 | 112 | 31 |3525|1759 | 847 - 7379 - 618 - 151 | 296 - - 666 | 432 | 286 | 716 | 5583|9591 | 1880 | 1285
Empereur 3 578 | 78 26 - - 541 | 412 77 30 | 1616 | 106 | 132 3 6 667 8 - 65 471 53 742 | 847 | 2212|1940 | 201
Carrelet 2 0,37 - 10 - - 60 20 12 - 22 9 1 - 1 2 4 - 14 46 6 41 97 53 97 15
Rougets 3 3,75 - 54 3 5 673 | 173 | 151 - 592 - 19 2 4 50 10 - 127 | 348 | 77 | 669 | 908 | 801 | 1147 | 148
Grenadier/
hoki 4 | 044 - 4 - - 50 6 16 1 45 2 3 - 2 30 - - 4 41 8 78 74 66 160 8
Grondin 1 0,73 - 26 - - 194 - 68 53 66 - 10 - - - 49 - - 43 - 3 336 | 120 | 46 10
Aiglefin 1 0,25 - - - - 44 1 11 4 12 - 2 - 2 - - - 8 18 5 60 60 18 84 10
Merlu 4 0,59 - 7 - - 89 13 21 - 73 - 3 1 1 9 11 - 10 28 19 | 123 | 130 | 87 180 14
Flétan 4 11,7 - 366 - - 1832 | 808 | 295 | 109 | 1544 | 329 | 75 - 9 1296 | 143 - 116 | 969 | 285 | 1400 | 3041 | 3069 | 3960 | 191
John dory 2 0,59 - 5 - - 93 5 27 - 57 - 2 - 2 5 2 - 10 32 8 156 | 129 | 63 203 13
Lingue 4 0,33 - - - B 47 4 16 1 22 3 2 - 2 1 - 3 45 1 65 65 45 112 4
Maquereau 4 7,07 - 179 - 10 | 1198 | 145 | 327 | 15 | 1258 - 145 - 58 | 343 | 120 - 114 | 662 | 118 | 1404 | 1867 | 1436 | 2585 | 259
Lieu jaune 3 0,27 - - B - 45 2 11 1 18 3 1 - - 1 - - 4 15 4 76 64 24 97 5
Moue 1 0,29 - 4 - 1 43 6 20 1 6 - 1 - 1 4 1 - 13 36 6 30 89 20 77 14
Raie 4 0,61 - - - - 105 2 20 1 71 - - - 7 - - 23 17 15 156 | 129 77 195 23
Lieu noir/colin 4 1,04 | 17 10 - - 144 5 32 1 162 5 120 - 2 9 2 - 7 71 7 173 | 206 | 174 | 262 | 126
Saumon 4 13,5 - 640 7 8 2472 | 576 | 360 | 248 | 2204 | 74 | 577 13 174 | 672 | 105 - 81 | 1112 | 349 | 2164 | 4006 | 3237 | 4472 | 671
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w® 5 g | |T|T PolE

S e |2 el T la B2 (2|2 2|2 2 |e 2|28 8|8, |z |k |}

= () (%] - * v T

Poisson : (2 (& (s |g |8 |6 |2 |8 |2 |8 (8|8 a2 | (8| € |2 (22 |% |5 |5 ]S
= |8 |8 |8 | |0 |0 |8 |0 | |d (2|2 |8 @ |8 |8 |§|gs|w|ml|les|C|C |2 |2

i} (%} (5} o F. — * (S} % (S} o <] S I « < [ o

= ) o O b= S N ~N ~ [} [}

= (S} (S} o Q < <

Sardine 4 5,72 - 179 - 11 | 1200 | 197 | 276 - 808 3 37 4 40 146 | 42 - 89 | 638 | 118 | 1269|1779 | 1081 | 2270 | 130
Rascasse 1 1227 - 52 - - 342 | 72 51 25 | 265 - 13 - - 205 | 16 - 45 | 121 | 57 | 507 | 464 | 399 | 890 | 57
Bar 4 129 2 44 1 3 502 | 124 | 154 3 380 | 27 47 4 12 40 7 2 72 | 357 | 65 | 617 | 732 | 561 | 1090 | 125
Dorade 4 |4,89 - 93 - - 887 | 249 | 234 | 287 | 605 | 37 | 195 6 27 70 28 - 149 | 497 | 140 | 773 | 1308 | 1233 | 1507 | 350
Sole 4 0,4 - 6 - - 62 12 21 - 30 7 3 - 1 - 4 - 16 14 22 72 | 101 | 52 | 109 | 19
Espadon 4 1124 - 241 - 30 | 2035 488 | 651 | 37 |2108 | 469 | 70 24 39 | 367 | 191 - 447 | 1265 | 343 | 1750 | 3398 | 3328 | 3764 | 541
Thon 4 10,73 - 6 - 1 109 | 10 53 - 94 1 12 1 3 4 3 - 18 35 7 131 | 187 | 113 | 179 | 31
Merlan 4 10,25 - 1 - - 37 2 9 - 22 - 1 - 1 6 1 - 3 15 3 69 53 29 93 5

* Un tiret signifie que la valeur est en dessous de la limite de quantification (0,1g/100g de la totalité des lipides)
** Quantité d’échantillons, chaque échantillon étant composé de cing échantillons primaires de la méme espéce, représentatif des méthodes d’approvisionnement dans

chaque zone (port, marché, supermarché... )
**%* | es totaux d'AGS, AGMI, AGPI et AGPI-LC représentent la somme de tous les acides gras analysés (La totalité des 48 acides gras analysés n'apparait pas dans le tableau)
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2.4.3.3 Effet de lI'alimentation et des saisons sur la composition en acides gras des

poissons

La teneur en lipides et la nature des acides gras peuvent étre modulées chez les poissons
d’aquaculture en fonction de leur alimentation. L'utilisation d’aliments a haute énergie,
riches en lipides, permet de limiter I'apport protéique. Dans le but d’augmenter la synthése
en EPA et DHA chez les poissons d’aquaculture, une alimentation trés riche en précurseurs
est utilisée, contenant principalement des huiles végétales riches en en acides gras oméga-3
comme I'huile de lin, I'huile de colza et I'huile de chanvre (Pickova and Morkore, 2007)
(Tableau 2:12).

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

Type d’huile % n-3 Ration n-6/n-3

Huile de soja 8 7

Huile de lin 60 0,2

Huile de chanvre 22 2,5

Huile de colza 13 2

Huile d’olive 1 8

Huile de palme 0,5 20

Huile de coton - >100
Huile de mais 1 60

Huile de tournesol 0,5 >100

Cependant, cette utilisation d’huiles végétales entraine une modification du profil en acides
gras et notamment en AGPI-LC car les poissons marins ont une capacité limitée de
bioconversion des acides gras essentiels en EPA et DHA (Miller et al., 2008).

Le profil d’acides gras des poissons, spécialement les acides gras estérifiés sur les
triacylglycérols, reflete la composition en acides gras du régime alimentaire. La morue
d'Atlantique nourrie avec de I'huile de soja contiennent plus de 18:1n-9, de 18:2n-6 et moins
de 20:5n-3, de 22:5n-3 et de 22:6n-3 contrairement a une alimentation qui contient
uniguement des huiles de poisson commerciales (Mgrkgre, 2006).

Chez les espéces de poissons maigres, cet effet pourrait étre moins prononcé car le muscle
contient de tres faible quantité de lipides, il est majoritairement constitué de
phospholipides, qui sont plus stables et difficilement altérés par les régimes alimentaires.
Cependant, les poissons gras stockent les acides gras provenant de I'alimentation pour les

besoins énergétiques (Mgrkgre, 2006; Zhou et al., 1996).

61



Synthése bibliographique

Un régime de finition peut étre apporté pour rétablir cet équilibre en alimentant les

poissons avec de I’huile marine (Harris et al., 2011). Ce régime peut atteindre 24 semaines

dans le cas de saumon d’Atlantique. Le Tableau 2:13 présente la diversité de composition en

acides gras chez différentes especes de saumon.

Tableau 2:13 Composition en acides gras de saumon d’origines marines différentes (%)
a: (Refsgaard et al., 1998) ; b: (Aursand et al., 2000); c: (Peng et al., 2003); d: (Nanton et al., 2007)

. Salmo salar | Saumon Saumon Salmo salar Saumon Saumon
Acides s , de , . , .
gras Norvege d’Ecosse Norvége anadromous d’Atlantique d’Atlantique
(a) (b) (b) (c) (d) (d)
14:0 4,8 3,6 3,5 7,7 4,3 0,8
15:0 0,4 - - - - -
16:0 17,3 7,0 6,4 15,8 13,3 13,8
16 :1 n-7 6,7 6,6 4,8 8,4 - -
18:0 3,4 2,1 2,3 3,0 2,7 3,5
18:1n-9 9,3 13,4 10,8 14,3 14,8 37,0
18:1 n-7 2,6 - 2,4 3,4 2,8 2,2
18:2 n-6 1,5 4,4 2,8 4,3 2,8 12,2
18:3 n-3 0,8 - - 1,2 1,0 7,2
18:4n-3 2,1 - - 1,9 1,3 0,9
20:1n-9 2,1 12,5 11,5 8,5 9,3 2,8
20 :4 n-6 1,3 - - 0,4 0,6 0,5
20:5n-3 15,6 13,4 7,4 4,2 4,8 2,8
22:5n-5 2,0 1,0 3,4 1,9 2,4 0,9
22 :6 n-3 11,4 10,2 14,3 9,6 15,7 7,9

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

D’apreés la littérature, il semblerait que les poissons issus de I'aquaculture contiennent un

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

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

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

Tableau 2:14 Quantité d’EPA et de DHA chez quelques poissons en g/100g de poisson cru

Poisson EPA (g) DHA (g) EPA/DHA
Morue de I'atlantique 0,06 0,12 0,50
Morue du pacifique 0,08 0,14 0,57
Maquereau d’Atlantique 0,90 1,40 0,64
Saumon d’Atlantique sauvage 0,32 1,11 0,29
Saumon d’Atlantique d'élevage 0,86 1,10 0,48
Saumon, Coho sauvage 0,43 0,66 0,65
Saumon, Coho d'élevage 0,36 0,82 0,44
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2.4.4 Acides gras omega-3 et santé

Depuis le début des années 1970, les acides gras polyinsaturés plus communément appelés
AGPI, font I'objet d’une attention toute particuliére de la communauté scientifique en raison
de leurs effets bénéfiques sur la santé humaine (Narayan et al., 2006). Le point de départ,
mis en exergue par une étude épidémiologique conduite par une équipe danoise (Bang and
Dyerberg, 1972; Dyeberg et al., 1975) a été de corréler une faible incidence des maladies
cardio-vasculaires chez une population d’esquimaux du Groenland avec un régime
alimentaire riche en poissons et mammiféres marins (400 g par jour) contenant de fortes

proportions des acides gras éicosapentaénoique (EPA) et docosahexaénoique (DHA).

Ces deux molécules, chefs de file des acides gras polyinsaturés a longue chaine (AGPI-LC),
font I'objet de trés nombreuses études en raison de leur fort potentiel dans la prévention de
I'athérosclérose, de I'hypercholestérolémie et de ['hypertriglycéridémie plasmatique
(Rambijor et al., 1996; Saldeen et al., 1998). La régulation du tonus vasculaire, la pression, la
viscosité sanguine et I'agrégation plaquettaire sont également influencée favorablement par
ces composants lipidiques (Freese and Mutanen, 1997; lkeda et al., 1994; Vognild et al.,
1998).

Outre leur fonction énergétique, les AGPI-LC sont des constituants importants des
phospholipides membranaires des cellules de I'organisme et des précurseurs de médiateurs
oxygénés (prostaglandines, thromboxanes, leucotrienes) intervenant notamment dans les
processus d’inflammation et d’agrégation plaquettaire. Précurseurs des eicosanoides, les
AGPI n-3 jouent un réle dans les réponses immunitaires (Kelley and Bendich, 1996) et dans
certaines maladies inflammatoires telles que l'arthrite rhumatoide (Kremer, 2000), le
psoriasis (Simopoulos, 1991), la néphrite glomérulaire (Donadio Jr, 2000) ou l'eczéma
(Horrobin, 2000).

L’activité anti-inflammatoire des w-3 intervient au niveau du métabolisme de I'acide
arachidonique (AA) par la cyclooxygénase Il ol I'EPA peut entrer en compétition avec I'AA,
conduisant a une augmentation du ratio DHA/AA limitant la production d’eicosanoides
potentiellement pro-inflammatoires (Bousquet et al., 2011). De plus, 'EPA intervient en
inhibant I'oxygénation de I'AA, évitant ainsi la production de métabolites dérivés pro-
inflammatoires de I’AA comme les prostaglandines, les thromboxanes et les leukotriénes. Le

pouvoir anti-inflammatoire des w-3 provient également des dérivés de I'EPA et surtout du
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DHA tels que les résolvines et les protectines, qui inhibent la production et le transport des
especes pro-inflammatoires (Bousquet et al., 2011).

D’autre part, des effets avérés semblent suggérer leur implication inhibitrice dans la genése
et la progression de certains cancers (Bougnoux, 1999; Gonzalez-Zulueta et al., 1995;
Saadatian et al., 1999), en particulier les cancers du c6lon, du sein et de la prostate.

Le DHA, retrouvé en proportion importante dans les phospholipides membranaires, les
neurones et la rétine (Neuringer et al., 1986), joue un role essentiel dans le développement
et la croissance du feetus et du nourrisson (Crawford, 2000; Gibson and Makrides, 1998;
Henna Lu et al., 2011).

Par ailleurs, des résultats prometteurs montrent le réle particulier des AGPI-LC et
notamment du DHA sur les pathologies liées au vieillissement (maladies neuro-
dégénératives) et font I'objet de nombreuses publications (Favreliére et al., 2003). En effet, il
existe une association étroite entre les oméga-3 et I'anxiété. Une étude effectuée en 2002
par Silvers et Scott a montré que la consommation de poisson influence I'état de santé
moral et physique du consommateur (Silvers and Scott, 2002). D’autres études
épidémiologiques ont appuyé cette relation en mettant en évidence qu’un régime
alimentaire riche en poisson permet de diminuer la dépression (Parker et al., 2006) et
I'anxiété (Ross, 2009).

Une étude récente de Vinot et ses collaborateurs (2011) a montré une diminution de
I'anxiété, de I'activité locomotrice et une amélioration des performances cognitives
(mémoire spatiale) chez des souris supplémentées quotidiennement pendant 5 mois par des
AGPI-LC issus d’huile de poisson (Vinot et al., 2011).

Plusieurs études sur des modéles murins ont lié I'anxiété au stress oxydant (Bouayed et al.,
2009). Ce dernier est régulé par I'équilibre redox au niveau cellulaire. Il est a I'origine de
maladies neurodégénératives comme la maladie de Parkinson, |'épilepsie, la maladie
d’Alzheimer ou la schizophrénie. Cependant, les oméga-3 présentant des propriétés
antioxydantes, s’averent avoir la capacité de réguler la glutathion réductase qui est une
enzyme antioxydante. lIs permettent ainsi de diminuer le nombre de protéines oxydées, les
dommages subis par I’ADN par des peroxydes et certaines espéces réactives de I'oxygene
(ROS) (Bazan et al., 2005).

Le Tableau 2:15 récapitule les études les plus citées concernant les effets physiologiques des
AGPI-LC-oméga-3.
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Tableau 2:15 Prévention et traitements de certaines maladies par les AGPI-LC

Maladies Références
Cancer (Calviello et al., 2007; Chen et al., 2007)
Asthme bronchique (Kromann and Green, 1980; Reisman et al., 2006; Ruxton et al.,
2005)
Sclérose en plaques (Kromann and Green, 1980)
Psoriasis (Kromann and Green, 1980; Zulfakar et al., 2007)
Maladies cardiovasculaires (Biscione et al., 2007; Kromann and Green, 1980; Ruxton et al.,
Infarctus du myocarde 2005; Zyriax and Windler, 2000)
Maladies neurologiques et (Clayton et al., 2007; Mazza et al., 2007; Ruxton et al., 2005)

mentales (dépression,

schizophrénie, anxiété ...)

Fonctions immunitaires et (Ruxton et al., 2005)

inflammation

Maladies intestinales (Diamond et al., 2008; Razack and Seidner, 2007)
Autisme (Meguid et al., 2008)
Diabéte (Kromann and Green, 1980)

2.4.5 Evolution du marché des acides gras oméga-3

La consommation de produits contenant de I'EPA et du DHA a augmenté considérablement
ces derniéres années en raison de la sensibilisation de la population sur les bienfaits des
acides gras oméga-3 sur la prévention de certaines pathologies. Le marché de ces AGPI-LC a
guadruplé depuis les années 2000 et le « Global Organization for EPA and DHA » estime que
86 000 tonnes d’huile contenant ces AGPI-LC ont été consommées en 2009 (Ismail, 2010).
Outres les huiles de poisson, qui constituent le plus gros segment du marché (anchois,
sardine, menhaden), de nouveaux produits trés riches en EPA et/ou DHA apparaissent sur le
marché comme les huiles de Krill, de calmar, ou de micro-algues (Figure 2:17 et Tableau

2:16).
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Aliments enrichis
Compléments en oméga-3

riches en EPA- S 1%

DHA issus de
sources Nutrition infantile
halieutiques et clinique
65% 12%

Produits
pharmaceutiques
6%

Figure 2:17 Les différentes sources actuelles d’AGPI-LC (Frost and Sullivan, 2010)
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Tableau 2:16 Compilation des produits commercialisés en concurrence avec le Vectomega®

oméga Teneur en Autres composés
Nom du produit Emballage Source Nature des lipides 3 AGPI-LC . .
. bioactifs
(%) oméga3/capsule
AT o anchois, sardines Esters éthyliques 95% OMEGA-3 (mg) : 475 | Vitamine E
OM3 emotion EPA (mg) : 375
sod DHA (mg) : 50
Produits contenant uniquement des TAG
— anchois, sardines Triglycérides 30% OMEGA-3 (mg):136 | Vitamine E
HERBESAN® % EPA (mg) : 82
E DHA (mg) : 54,5
ELTEANS g huiles de saumon, de soja- | Triglycérides - - Pas d’autres
COMPLEMENT b :'“-'c carotte et l'huile de composés actifs
NUTRITIONNEL P bourrache
\E 7]
- huile de poisson | Triglycérides 60% EPA (mg) : 150 Vitamine E
SELOMEGA 3 ' - extrémement raffinée DHA (mg) : 100 Sélénium
NV anchois, sardines Triglycérides 60% OMEGA-3 (mg) : 250 | vitamine E
OM3memory EPA (mg) : 41,7 CURCUMA LONGA L
A DHA (mg) : 208,5 (mg) 27,5
| i anchois et sardines Triglycérides 65% OMEGA-3 (mg) : 325 | vitamine E
OMEGA SOURCE 3 | Ponce: EPA (mg) : 150
| — DHA (mg) : 100
Chaire d’anchois et de | Triglycérides 90% OMEGA-3 (mg) : 500 | vitamine E
Oméga-3 -90% :, L — sardines EPA (mg) : 350
o DHA (mg) : 50
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. Poissons sauvages | Triglycérides 70% OMEGA-3 (mg) : 350 | vitamine E
lUVAMI’Nl? (?n,lega-?, pélagiques EPA (mg) : 250
Serénite DHA (mg) : 100
Onagre ((Enothere) et | Triglycérides 2,25% | EPA + DHA (mg): | vitamine E
OMEGA SUPER PLUS poisson 225
anchois, sardines Triglycérides 90% OMEGA-3 (mg) : 300 | sulfate de zinc,
OM3flex 9_ EPA (mg) : 233 vitamine E
o DHA (mg): 33
Onagre (CEnothere) et | Triglycérides - OMEGA-3 (mg) : 200 | Hydrolysat cartilage
poisson EPA (mg): 60 marin ; Vitamine C,
DHA (mg) : 40 B3,B2,B1,E;
CORVITEC Magnésium, Extrait
de Vitis vinifera,
Zinc ;Lutéine,
Lycopéne Sélénium
(QUEGAs Poisson Triglycérides - OMEGA-3 (mg) : | vitamine E
1500
OMEGA 3 EQUILIBRE EPA (mg) : 150
DHA (mg) : 750
anchois, sardines Triglycérides 70% OMEGA-3 (mg): 276 | Vitamine B1
OM3vital EPA (mg): 41
DHA (mg) : 193
anchois, sardines et thons Triglycérides 70% OMEGA-3 (mg): 276 | Vitamine B1
CARDIOM3 EPA (mg) : 41
DHA (mg) : 193
4 Poisson Triglycérides - EPA (mg) : 165 Vitamine E
EPA ADULTES OMEGA o5 DHA (mg) : 110
3 - BIOVER 2 N
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OMEGA-3 HUILE DE sardine, anchois, | Triglycérides - EPA (mg) : 180 Mélangzs de
POISSON- BIOVEA maquereau DHA (mg) : 120 tocophérols
Saumon Triglycérides - EPA (mg) : 50 -
DHA (mg) : 50
Saumon
Chaire de poisson Triglycérides - OMEGA-3 (mg) : 276 | Protéines de
Oméga-3-Yves Ponroy poisson hydrolysées
Vitamine E
| anchois, sardines Triglycérides - OMEGA-3 (mg) : 350 | Vitamine E
OMEGA PREMIUM - WMECA jum EPA (mg) : 250
SUPER DIET DHA (mg) : 100
. Poisson de haute mer Triglycérides 34% OMEGA-3 (mg) : 136 | Vitamine E
OMEGA-3 (EPA, DHA) : : EPA (mg): 72
E DHA (mg) : 32
. 2o poissons péchés dans des | Triglycérides 60% EPA (mg) : 158,44 le sélénium et le
Granio + restor q P L
zones océaniques DHA (mg):111,84 magnésium
Y
poissons marins gras et | Triglycérides - - vitamine B9

Oméga-3 - Q10 -
Pranarém

huiles végétales de colza et

de rose musquée

Coenzyme Q10

Produits contenant des PL en plus des TAG

OmégaKrill - Biocyte

Krill

Triglycérides
Phospholipides
mg)

(200

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

Vitamine A, E,
Sodium
Astaxanthine
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Krill Triglycérides EPA (mg): 25 Astaxanthine (37
Phospholipides Phospholipides DHA (mg) : 59 mg)
marins-Les oméga-3
de la vision
Krill Triglycérides OMEGA-3 (mg) : 115 | Astaxanthine > 50
Phospholipides EPA (mg) : 57 ppm
Polaroil DHA (mg) : 33
Saumon Triglycérides OMEGA-3 (mg) : 39 Hydrolysat
Phospholipides (80 EPA + DHA (mg) : 32 | peptidique de
Vectomega mg) saumon
Protéines : Molva molva Triglycérides EPA (mg) : 28 Vitamine E
Huile de poisson des mers DHA (mg) : 18
Molval froides
Krill Triglycérides -
Phospholipides OMEGA-3 (mg) : 198
. (120 mg) EPA (mg) : 45
VitalSea DHA (mg) : 27
Krill Triglycérides OMEGA-3 (mg) : 150 -
Oemine Krill Phospholipides EPA (mg): 75
(200 mg) DHA (mg) : 45
- (Eufs de saumon sauvage Triglycérides OMEGA-3 (mg) : 135 -
Caviar phospholipides Phospholipides EPA (mg): 6,7
(90mg) DHA (mg) : 11,25
( : Poissons de mers froides Triglycérides OMEGA-3 (mg) : 28 -
emne Phospholipides DHA/EPA : 4/2
Oemine Psoriacalm (76 mg)

ol
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2.4.6 Teneur recommandée en AGPI-LC dans différents pays

Les différentes organisations mondiales (FAO, OMS) s’accordent sur le fait que dans la
plupart des sociétés, la consommation en AGPI-LC-oméga-3 reste relativement faible.
Actuellement, les régimes occidentaux ont atteint un ratio en acides gras oméga-6/oméga-3
de 10/1 jusqu’a 20-25/1 (Simopoulos, 2011). Le ratio w6/w3 atteint des valeurs trés élevées
en Europe, aux USA (50) et au Japon (12) contrairement aux premiéres observations de
I’équipe danoise (Bang and Dyerberg, 1972) chez les Esquimaux du Groenland ou I'on
retrouve un ratio de 1 (Simopoulos, 2011). Les scientifiques sont unanimes concernant
I'importance de réduire, dans un régime alimentaire, la quantité en AGPI-LC-oméga-6 et
d’augmenter la consommation des AGPI-LC-oméga-3, a la fois pour les adultes et les
nouveaux nés (Simopoulos et al., 2000). Dans le but de corriger ce déficit en AGPI-LC-oméga-
3, les recommandations établies prennent en compte, non seulement les quantités
apportées, mais aussi la nature du régime alimentaire (Bockisch, 2010). Simopoulos et al.,
ont montré en 2000 qu’un régime alimentaire sain correspond a une consommation
importante d’EPA et de DHA couplée a une réduction de consommation des huiles végétales
riches en acide linoléique et par conséquent une réduction en acide arachidonique (AA)
(Simopoulos et al., 2000).

Il a été défini récemment par I'agence nationale de sécurité sanitaire (ANSES-rapport
d’expertise collective-Mai 2010) un besoin physiologique en acides gras totaux constituant
entre 35 a 40 % de |‘apport énergétique (AE). En effet, un apport en lipides inférieur a 30 %
de I’AE conduit a réduire tres significativement les apports en AGPI. De nouveaux apports
nutritionnels conseillés (ANC) ont été établis pour I'EPA et le DHA et sont de 250
mg/jour/adulte pour chacun de ces deux AGPI-LC. Les besoins sont fonction des individus et
de leur tranche d’age mais il est intéressant de noter que toutes les recommandations en
EPA et DHA, établies par les organisations mondiales, ne sont pas en dessous de 200 mg/jr
en moyenne (Bockisch, 2010).

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

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

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

La meilleure méthode permettant de couvrir les ANC en EPA + DHA est de consommer
régulierement du poisson tels que le saumon, le maquereau et la sardine, ou de
supplémenter son alimentation par la prise de compléments alimentaires enrichis en acides
gras de la série n-3, ou de consommer des gélules d’huile de poisson (Harris et al., 2011).

Depuis quelques années, de nouveaux produits arrivent sur le marché permettant une
vectorisation des AGPI-LC par des lipides polaires. C'est le cas du Krill, mais aussi des ceufs de
poisson. Dans ce secteur, un complexe phospholipopeptidique, a été développé a 'ENSAIA
et breveté sous le nom du Vectoméga®. Il est actuellement exploité sous licence par les

Laboratoires Le Stum.

2.4.7 Positionnement du Vectoméga® face au marché des compléments alimentaires
riches en AGPI-LC

Le Vectomega® est un complexe naturel de phospholipides, de triacylglycérols et de
peptides marins. Cette innovation technologique est extraite sans solvant organique, par un
procédé enzymatique a basse température sous atmosphére contrblée, permettant de
préserver les AGPI-LC. Le procédé, breveté, est exploité par les Laboratoires Le Stum a partir
de tétes de saumon (Laboratoires Le Stum, 2005).

La technologie employée permet de valoriser a la fois les hydrolysats peptidiques, les huiles
neutres riches en antioxydants naturels et en AGPI-LC, ainsi que les lipides polaires sur
lesquels sont estérifiés de fortes concentrations en DHA.

La maitrise du degré d’hydrolyse permet d’obtenir des peptides marins naturellement
associés aux phospholipides et participent au bon fonctionnement du métabolisme. De plus,
ils permettent une excellente digestibilité, une stabilité et une tolérance optimale au produit
(pas d'éructation, d'aigreur, ni de remontées d'odeur de poisson, malheureusement

typiques des huiles de poisson). Pour le consommateur, le premier effet évident est un

72



Synthése bibliographique

masquage total des odeurs apres ingestion. Il n'y a aucun reflux. La présence de peptides
confere d’autre part, une solubilité accrue du complexe phospholipopeptidique
(Laboratoires Le Stum, 2005). Différentes études scientifiques ont été menées pour valider
son efficacité. Le Vectomega® a prouvé, dans une étude in vitro versus une huile de poisson
de référence, sa supériorité d'assimilation, de résistance a I'oxydation et d'incorporation
dans les membranes cellulaires.

Une étude in vivo a confirmé cette biodisponibilité importante des oméga3 de Vectomega®
(+300%) lorsqu'ils sont apportés sous une forme phospholipidique, comparée a une forme
triglycéride (huile de poisson classique).

Les résultats d'une deuxieme étude in vivo suggérent un intérét de Vectomega® chez les
sujets présentant un probléme d'impulsivité, une des trois caractéristiques des troubles du
déficit de I'attention/hyperactivité (TDAH). Un suivi de cas réalisé pendant 2 mois sur 40
volontaires sains a montré |'effet de Vectomega® pour I'amélioration de la mémoire, la
concentration, le tonus, le sommeil et la récupération physique.

2.4.8 Retour sur les différents procédés d’extraction des huiles et lécithines marines
2.4.8.1 Méthode d’extraction des huiles

Les huiles marines sont généralement extraites a partir de petits pélagiques d’eau froide
contenant de fortes proportions d’EPA et de DHA comme la sardine, I'anchois, le capelan, le
hareng et le menhaden dont les principaux pays producteurs sont le Japon, le Chili, le Pérou,
la Norvege et les Etats-Unis. L’extraction des huiles s’effectue avec des presses hydrauliques
ou a levier (Wakelyn and Wan, 2006) majoritairement sur des co-produits de filetage (foie de
morue) et des espéces faiblement valorisables sur les marchés. La méthode de pressage se
résume par une étape de cuisson suivie d’'un pressage (FAO, 1986; Rubio-Rodriguez et al.,
2010). Une étape de centrifugation ou de filtration puis un lavage a I'eau permettent
d’éliminer la phase aqueuse et les traces de protéines (FAO, 1986; Gbogouri, 2005). Depuis
les années 30, I'extraction avec solvant a été initiée a partir des oléagineux et d’autres
matériaux riches en huile (Wakelyn and Wan, 2006). Les solvants organiques ont été ensuite
incriminés en raison de leurs effets négatifs sur la santé des consommateurs. L'éthanol,
I'isopropanol, I'eau et le CO, supercritique restent les solvants les plus employés pour
extraire les huiles marines en raison de leur autorisation sur le marché mais ceci reste

économiquement peu rentable (Wakelyn and Wan, 1997). Les chercheurs se sont intéressés
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par la suite a I'extraction des lipides par acétone, ce dernier n’étant pas interdit par

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

Cependant, I'extraction des lipides a l'aide de solvants organiques est généralement

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

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

Méthode Température | Solvants Références
. Chloroforme/méthanol

Folch l., A t Folch et al., 1957

oicheta mbiante (2:1; v/v) +lavage avec du NaCl (0,9%) (Folch et al., 1957)
Bligh & Dyer Ambiante Chloroforme/méthanol/eau (2 :2:1,8; v/v/v) | (Bligh and Dyer, 1959)
Adeniyi & . , (Adeniyi and Bawa,
Bawa Ambiante Ether de pétrole 2006)
Soxhlet 50°C Ether de pétrole (AOAC, 1990)

A partir du 20°™ siécle, de nombreux brevets ont été publiés décrivant de nouvelles

méthodes et appareillages d’extraction des huiles de poissons permettant d’augmenter a la

fois le rendement de I'extraction et la qualité de I’huile de poisson (Rubio-Rodriguez et al.,

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

tant que matiere premiére (Tableau 2:19).

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

Année Titre Inventeur Référence
1901 | Process of extracting oil from fish or other material E.R. Edson Us689472
1930 Process of recovering oil from fish livers and other | A.W.Owe US1742666
similar materials

1932 | Fish oil extraction S. Hiller US1840715

1933 Method and process of extracting oil and moisture | W.T. Conn US1903503
from fish press cake

1938 Improvements in and relating to the production of | Non disponible GB0486277
fish liver

1939 Process and apparatus for the extraction of oil from | Non disponible GB0500645
fish liver

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

1952 | Production of oil and proteins from fish Non disponible GB0664827

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

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

1967 | Method of recovering fish oil Non disponible GB1070128

1976 Process for producing improved fish meal, and fish | D.B. Vincent US3959518
oil by-product

1982 | Process for recovering meal and oil from raw fish P. Bladh Us4344976

1987 A refined fish oil concentrate and the production | H. Breivik, B. Borretzen, et | WO8703899
process for sample T.E. joergensen T.

1987 Purified fish oil and its production Wakabayashi, et S. | JP62093234

Nagahama
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Année Titre Inventeur Référence
1988 Production of fish liver oil containing high units of | M. Morimitsu JP63290823
vitamins
Process for producing protein-rich fish meal and/or | Y. Shirakawa, Y. Minowa, T. | EP0301795
1989 ) . . .
fish oil Azumi, et J. Hisano F.
1990 | Method for extracting oil from fish offal Eriksson W09008179
Fish oil having decreased fish odour and a method | H. Konishi, I. Riverside, K. | EP0665287
1995 . .
for preparing the same Tatsumi, et N. Sato A.
A method for recovering fish oil having low | Oterhals WO09608547

1996 | cholesterol content from fat fish, and use of the oil
in foodstuff
Production of high-quality fish oil and high-quality | N. Koichi JP10225275

1998 edible extract from head of bonito
2001 Method and plant for extracting fish oil and | P. Barrier, et J.Y. Rousseau US6214396
resulting products
Process for producing edible quality refined fish oil J.B. Crowther, B.H. Booth, et | W0O014158
2001
D.D. Blackwell
2007 A process for the production of oil and protein from | J.B. Cloughley GB2428682

fish waste

L'utilisation d’outils biotechnologiques a permis de diversifier les procédés d’extraction
d’huiles a partir d’écarts de poisson. Les procédés enzymatiques, utilisant des protéases
gastriques et intestinales, sont largement utilisés dans les industries alimentaires et
particulierement en industrie de la viande et du poisson a des fins nutritionnelles, humaines,
animales, pharmaceutiques et cosmétiques (Gbogouri, 2005). Initialement utilisée pour
valoriser les fractions peptidiques, I’hydrolyse enzymatique permet également de libérer
une partie lipidique a partir de la matiére premiére. En effet, en variant les parametres de la
cinétique enzymatique par planification expérimentale, Gbogouri et al., (2006) ont réussi a
obtenir une phase lipidique de bonne qualité, extraite sans solvants et a basse température
pour protéger les AGPI-LC de I'oxydation (Gbogouri et al., 2006).

De nombreuses recherches a I’échelle laboratoire ou pilote ont étudié un nombre important
de conditions opératoires (rapport enzyme/substrat, température et durée d’hydrolyse) en

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

Dans [l'alimentation, 98% des acides gras sont apportés sous forme estérifiée
essentiellement sur les TAG, le reste étant estérifié sur les phospholipides (PL) et les esters
de cholestérol (Mattson and Volpenhein, 1964). La lécithine est une substance composée

principalement de mélange de phospholipides, en particulier de PC et de PE avec une faible
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teneur en glycérides, lipides neutres et d’autres composés liposolubles (Uddin et al., 2011).
Sur le plan biochimique, on dénomme souvent la phosphatidylcholine : |écithine.

La lécithine a plusieurs fonctions dans I'organisme. Elle fournit tout d’abord a I'organisme de
la choline qui est un cofacteur dans la production de I'acétylcholine (hormone et
neurotransmetteur intervenant dans le systéme nerveux central et périphérique). D’autre
part il s’agit d’'une source d’acides gras essentiels, notamment I’'EPA et le DHA contenus dans
les lécithines marines. De plus, la lécithine est un agent émulsifiant puissant dans le systéme
digestif (Martin-Hernandez et al., 2005).

Les lécithines proviennent des jaunes d’ceufs, des tissus animaux et des plantes. Elles sont
largement utilisées en tant que surfactant et stabilisant dans les industries alimentaires,
pharmaceutiques et cosmétiques. Les principales sources commerciales de lécithine sont
issues de soja, du tournesol et du jaune d’ceuf (Martin-Hernandez et al., 2005). En effet,
contrairement aux lécithines marines, ces lécithines commercialisées ne représentent qu’un
faible intérét pour I'organisme, en raison de I'absence en d’AGPI-LC (EPA et DHA), mais aussi
a cause de leur richesse en acides gras saturés et en cholestérol notamment pour la lécithine
provenant du jaune d’ceuf (Uddin et al., 2011).

Les techniques d’extraction des lécithines utilisent généralement des solvants organiques ou
des voies enzymatiques. Plusieurs brevets ont été déposés permettant I'extraction des

lécithines a I'aide de solvants organiques (Tableau 2:20).

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

Année Titre Source Solvants Inventeur Référence
Products containing highly Oeufs de Friolex process Van WO
unsaturated fatty acids for volailles, Alcool ELSWYK 03/017945
use by women and their algues, poissons, A2

2003 . . .
children during stages of oeufs de poissons
preconception, pregnancy
and lactation/post-partum
Method for extracting lipid Ethanol, Hiratsuka US 0190392
mixture containing Méthanol, etal.,
phosphollplc!s comprlsllng Visceres de Propanol
PUFA from viscera of fish, .
2003 . poissons
method for preserving
viscera prior to extraction,
and lipid mixture extracted
thereby
Natural Marine source Acétone Fotini us
Phospholipids comprising . Ethyl Sampalis 04/0234587
2004 . Krill .
Flavonoids, polyunsaturated Acetate/éthanol Al
fatty acids and their (95: 5 v/v)
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Année Titre Source Solvants Inventeur Référence
applications
o . . Acétone, CO, Leighetal., | WO 04/
2004 | Marine lipid compositions Marine supercritique 047554 A1
Hexane, Schneider, | WO
. Isohexane, M. and 06/106325
Process for the production of . .
2006 phospholipids Farine de poisson | Cyclohexane Lovaas, E.
et acétone, CO,
supercritique

Concernant la voie enzymatique, qui demeure la technique la plus respectueuse de
I’environnement, peu de brevets ont été développés pour I'obtention de la lécithine marine
(Tableau 2:21).

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

Année | Titre Source Enzymes Inventeur Référence
Procédé d’obtention d’une huile et | Marine Alcalase Linder et al., Fr 2002
d’un hydrolysat de protéines a partir 02 01540/ 2

2002 d’'une source marine de tissus 835703

protéiques et huile et hydrolysat de
protéines obtenues par mise en
oeuvre de ce procédé

Enzymatically synthesized marine | Marine et | Enzyme Bruheim et US 2006
phospholipids (Trans esterification | végétale TL-IM al., 0177486 Al
des  AGPI-LC-oméga-3  sur des
phospholipides)

2006

2.5 Les peptides d’origine marine

L'attention a été orientée, pendant plus d'une dizaine d'année, sur les effets bénéfiques des
poissons et des produits halieutiques en général, en raison de leur teneur importante en
AGPI-LC de la famille des oméga-3, notamment I'EPA et le DHA. Cependant ces produits
constituent une autre source de molécules a activités biologiques importantes que sont
notamment les peptides marins.

La recherche scientifique s'est récemment intéressée a la bioactivité des peptides issus de
sources variées comme le lait, les protéines de soja, mais aussi provenant des protéines de
poissons (Wang et al., 2008b). En effet, les activités biologiques propres aux peptides marins
ainsi que leur I'effet synergique avec les AGPI, ont été mis en évidence (Bouglé, 2007; Larsen
et al., 2011). Pour exercer leurs activités biologiques, les peptides fonctionnels doivent étre
libérés des protéines natives par digestion enzymatique. Le tableau suivant présente les
différentes enzymes intervenant dans le processus de digestion telles que la trypsine, la

chymotrypsine et la pepsine (Tableau 2:22).
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Tableau 2:22 Enzymes utilisées dans la production d’hydrolysats

Enzymes utilisées pour

Matiére premiére Références
I'hydrolyse P

Papaine (50°C)
Bromelaine (50°C) Poisson « leatherjackets » (Salampessy et al., 2010)
Flavourzyme (50°C)
Pepsine (37°C)
Trypsine (37°C)

Crevette (Nii et al., 2008)

Crevette, coquille Saint Jacques, huitre,

Alcalase chaire de requin, arrétes de
Flavourzyme magquereau, téte de maquereau,
v d g (He et al., 2007)
Protamex arrétes et peau de morue, peau de
SM98011 carassin, arrétes de carassin, algue

rouge, algue bleue verte

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

Laitance de saumon (Wang et al., 2008b)

2.5.1 Propriétés des peptides issus de produits marins
L’activité des peptides dépend de la composition et de la longueur des chaines peptidiques
qui peut étre maitrisée en fonction des conditions expérimentales, du degré d’hydrolyse et

de la nature des cocktails enzymatiques utilisés (He et al., 2007).
2.5.1.1 Activité antioxydante

Il est bien connu que le stress oxydant est a I'origine d'un grand nombre de maladies dont on
peut citer I'athérosclérose et les maladies neurodégénératives. Ce type de maladie est non
seulement lié a la peroxydation des lipides, mais aussi aux composés produits durant le
dernier stade de la réaction d'oxydation (Wang et al., 2008b). En effet, un excés de radicaux
libres peut diminuer |'effet protecteur des enzymes comme la Super Oxyde Dismutase (SOD),
la catalase et la peroxydase et par conséquent causer la destruction cellulaire en provoquant
une oxydation des lipides membranaires, de I'ADN et des enzymes. Pour éviter le
phénomeéne d'oxydation, plusieurs antioxydants de natures différentes sont utilisés dont les
hydrolysats peptidiques.

Un nombre important de peptides a été isolé et identifié par Chen et ses collaborateurs en
1995 qui ont démontré le pouvoir antioxydant de peptides de soja, contre la peroxydation
des lipides (Chen et al., 1995). Les structures primaires de ces peptides leur procurent une
telle activité biologique (Tableau 2:23). Concernant les peptides de poisson, Wang et ses

collaborateurs ont démontré en 2008 que la laitance de poisson composée de protamines,
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peptides cationiques nucléaires riches en arginine et responsables de |'organisation de la
chromatine spermatique sous une forme tres condensée, présente un pouvoir antioxydant
important dose dépendant (Wang et al., 2008b). L’hydrolyse enzymatique de la protamine
est effectuée en utilisant la pancréatine (pH 8,5; 50°C; 5 h). Les résultats de cette étude
montrent également que la fraction constituée de peptides a faible poids moléculaire
possede l'activité anti-radicalaire la plus élevée et une analyse par spectrométrie de masse a
permis d’identifier dans la fraction peptidique active un peptide composé de Pro-Arg. Ces
protéines sont utilisées dans les applications médicales en tant que transporteurs d'insuline
injectable, antagoniste de I'héparine et plus récemment comme ingrédients anti-bactériens
pour quelques produits alimentaires.

Tableau 2:23 Quelques séquences de peptides antioxydants d’origine marine
identifiées dans la littérature

Séquence peptidique Source Mode d’obtention Références
Alcalase (Ratio enz-sub, 1:50)
apH8,0a50°C
Filtration sur une membrane

. , - de 10000 Da
Présence d’un résidu .
. P Pronase E (ratio enz-sub 1:33)
Gly en C-terminal et Hydrolysat de la gélatine . PN .
motif répété : Gly-Pro rovenant de la peau du lieu apH80a50°C (Kim et al,
pH i P 'aun: Filtration sur une membrane 2001)
P J de 5000 Da
collagénase (ratio enz-sub,
1:100)apH 7,5a37°C
Filtration sur une membrane
de 1000 Da
trypsine, chymotrypsine et
His-Gly-Pro-Leu-Gly- Hydrolysat de la gélatine pepsine, 4 h d’hydrolyse pour (Mendis et
Pro-Leu provenant du chaque enzyme al., 2005)
Hoki (Johnius belengerii) dans les conditions optimales Y
de digestion
lle-Lys-L Plusi &
e-Lys-lys Hydrolysat de la crevette rose u5|eurs proteases coE'\te.nant (Suetsuna,
Phe-Lys-Lys (Penaeus japonicus) la pepsine, et la pancréatine, 2000)
Phe-lle-Lys-Lys fap a37°CapH7, pendant20 h

L'étude de Je et ses collaborateurs (2005) montre que les peptides du poisson « lieu
d'Alaska » fractionnés par procédé de filtration membranaire (1 KDa), présentent une
activité antioxydante élevée. Ces peptides inhibent a 85% |'oxydation de I'acide linoléique (Je
et al., 2005). Ce phénomene a été également observé pour I'hydrolysat des protéines du
petit lait (Pena-Ramos et al., 2004). La capacité des peptides a retarder |'oxydation des
lipides est reliée a la présence d'acides aminés spécifiques, notamment ['histidine et les
acides aminés hydrophobes (Pena-Ramos et al., 2004). Quelques acides aminés ont été

identifiés dans la littérature, dont I'histidine, la proline, la tyrosine et la lysine, comme étant
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abondant dans les fractions qui montrent une activité antioxydante élevée (Kawashima et
al., 1979; Marcuse, 1960).

D’autre part, une étude de Pei et ses collaborateurs (2010), a montré que des peptides de
collagene marin, obtenus par hydrolyse enzymatique de peau de saumon, présentaient une
action bénéfique sur I'apprentissage et la mémoire. En effet, des souris dgées de 20 mois,
présentant des troubles de la mémoire ont été gavés par ces peptides pendant 3 mois
(0,44% wt/wt). Les capacités d’apprentissage et de mémorisation des souris dgées se sont
améliorées et sont devenues comparables avec celles de jeunes souris de 3 mois (Pei et al.,
2010).

De plus, ces peptides ont permis d’atténuer, chez les souris agées, les dommages oxydatifs
liés a I’age, de diminuer I'apoptose des neurones, d’augmenter a la fois la densité protéique
au niveau post-synaptique et la production d’une neurotrophine majeur du cerveau, |la BDNF

(Brain-derived neurotrophic factor).
2.5.1.2 Activité hypoallergénique

Une étude clinique sur les allergies alimentaires réalisée par Sampson (2004) sur les anti-
immunoglobulines (IgE) a montré que la majorité des allergenes alimentaires identifiés
comme classe une (valeur en IgE faiblement détectable), sont des glycoprotéines entre 10 et
70 kDa. Ces glycoprotéines sont relativement résistantes a la température, aux attaques
acides et protéasiques. En contrepartie les peptides obtenus a partir de différentes sources
de protéines alimentaires ont une activité hypoallergénique (Sampson, 2004). Nii et al., ont
démontré en 2008 que les peptides issus de I’hydrolyse enzymatique de crevettes d’lzumi

(Japon) sont extrémement peu allergiques envers les souris (Nii et al., 2008).
2.5.1.3 Propriétés anticoagulantes

L’effet anticoagulant des hydrolysats peptidiques de poisson a été mis en évidence dans la
littérature. Une étude effectuée par Rajapakse et ses collaborateurs (2005) sur I’hydrolysat
protéique de la Limanda aspera a montré qu’il agit sur I'inhibition du facteur de coagulation
Xlla et retarde I'agrégation plaquettaire.

Les enzymes utilisées dans le procédé d’hydrolyse sont des protéases: |’alcalase, la neutrase,
la pepsine, la papaine, la chymotrypsine, la trypsine. L’hydrolysat protéique est centrifugé a
12000 g pendant 10 min a 48°C, et le surnageant contenant les peptides actifs est ensuite
lyophilisé (Rajapakse et al., 2005).
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2.5.1.4 Propriétés antihypertensives

Des tests in vivo sur des rats spontanément hypertensifs ont montré qu’un hydrolysat de
peptides solubles de crevettes de « lzumi, Japan » diminue considérablement la pression
artérielle en comparaison avec un groupe de rats témoins, (Nii et al., 2008). L’hydrolyse
enzymatique des crevettes a été effectuée par les enzymes classiques de la digestion
notamment la pepsine et la trypsine.

L’enzyme de conversion de I'angiotensine (ACE) | en Il conduit a 'augmentation de la
pression artérielle. Aujourd’hui, plus de 200 types de peptides obtenus par hydrolyse
enzymatique, a partir de diverses sources de protéines alimentaires, ont été identifiés en
tant qu’inhibiteurs de I'ACE (He et al., 2007). Cette étude sur douze produits marins
différents (crevettes, coquilles Saint Jacques, huitres, chaire de requin, écarts de
magquereau...), montre que le pouvoir inhibiteur de I’ACE dépend de I'enzyme utilisée et de
la taille des peptides obtenus. En effet, plus les peptides sont courts, plus ils présentent un

pouvoir inhibiteur important.
2.5.1.5 Propriétés antimicrobiennes

Plusieurs études récentes se sont intéressées a l'activité antimicrobienne des peptides
marins. Su a isolé et identifié¢ en 2011, un nouveau peptide, de 20 acides aminés, issu du
mucus de la peau du poisson chat jaune (Pelteobagrus fulvidraco). Le peptide a montré un
effet antibactérien contre les bactéries Gram-positives, Gram-négatives ainsi que vis a vis
des champignons (Su, 2011). Une étude de Salampessy et ses collaborateurs a également
démontré en 2010 |'effet antibactérien de peptides issus de I’hydrolyse enzymatique du
poisson « leatherjackets » (Meuchenia sp) par la papaine, la bromélaine et la flavourzyme
(50°C, 10h). Le test antibactérien a été réalisé sur Staphylococcus aureus, E coli, Bacillus

Cereus et Candida Albicans (Salampessy et al., 2010).
2.5.1.6 Satiété et intestin

Cudennec et al., (2008) ont travaillé sur les peptides issus du merlan bleu et de crevettes
grises. Les résultats de I'’étude montrent que les peptides (tailles variant de 1000 a 1500 Da)
ont une importante stimulation de la sécrétion de la cholécystokinine (CCK) par les cellules
STC-1 (cellules dérivées de tumeurs intestinales de souris transgéniques) (Cudennec et al.,

2008). La CCK est une hormone qui stimule la sécrétion des enzymes de la digestion. Cette
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hormone est aussi un neuropeptide qui, en I'administrant chez ’'homme entraine nausée,
anxiété, et diminue relativement le désir de manger (Greenough et al., 1998). Les peptides
de poisson procurent une meilleure satiété que ceux du beceuf ou de poulet (Uhe et al.,
1992). Selon Bouglé, ceci serait di a une hydrolyse plus lente, ainsi qu’a l'initiation a la
sécrétion d’hormones digestives (Bouglé, 2007).

2.5.2 Exemples de peptides de saumon identifiés

Les effets physiologiques des hydrolysats peptidiques de saumon sont trés étudiés et
confirmés. Cependant, l'identification des protéines et peptides contenus dans ces
hydrolysats est loin d’étre achevée.

Le Tableau 2:24 présente les effets de quelques protéines et hydrolysats ayant des effets

physiologiques avérés.

Tableau 2:24 Les peptides bioactifs les plus connus chez le saumon

Peptide Identification Effet physiologique Référence
Polypeptide, hormone Utilisée en clinique pour le (Fan et al., 2011; Mero et al.,
composée de 32 acides traitement de la maladie 2011; Oh et al., 2011)
Calcitonine aminés de Paget, I'hypercalcémie,

et I'ostéoporose
postménopausique
Hydrolysat Contient un taux élevé Antihypertenseurs (Guetal, 2011)
peptidique du | de protéines (91.20
collagéne de +1.03%) de faible poids

peau moléculaire <1000
. Protéines dérivés du Activité antioxydante (Wang et al., 2008b)
Protamine
sperme de saumon
Peptide de Peptides de faible poids | Effet neuroprotecteur (Pei et al., 2010)
collagéne du moléculaire (améliore les fonctions de
saumon du mémoire et
Pacifique d’apprentissage)

2.6 Evaluation de I'anxiété et du stress oxydant

2.6.1 Anxiété et modele murin

L'anxiété est un état émotionnel complexe, qui combine des sentiments de peur,
d’appréhension et d’inquiétude, associés a une anticipation appréhensive d’un futur danger
probable (Ohman, 2000). L’état d’anxiété est lié a un danger mal défini contrairement aux
émotions, comme la peur, I'angoisse ou la panique, qui sont associés a la confrontation d’un
danger immédiat (Haynal and Pasini, 1984). Chez I'animal, il est difficile de détecter un état
d’anxiété contrairement a un sujet humain. De nombreux modeles et tests

comportementaux standardisés ont été développés en psycho-pharmacologie permettant
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de mettre en évidence les effets anxiolytiques. Parmi ces tests comportementaux, on trouve
le labyrinthe en croix surélevé, la chambre claire-obscure et la planche a trous (Belzung and
Le Pape, 1994; Leman et al., 2004; Van Gaalen and Steckler, 2000). Ces tests sont basés sur
une exploration forcée dans une zone éclairée ou dans une zone élevée sans délimitation de
parois, qualifiées de zones anxiogénes en raison de I’aversion des rongeurs pour les endroits

lumineux et « ouverts ».
2.6.1.1 Modeles d’évaluation de I’anxiété

L’anxiété du rongeur est évaluée en se basant sur son comportement exploratoire lorsqu’il
est placé dans un nouvel environnement. Cet état peut étre modélisé comme étant la

résultante de deux vecteurs opposés : la curiosité et la peur (Figure 2:18).

Curiosité

Peur

Figure 2:18 Modélisation du comportement d’anxiété chez la souris

Un produit est considéré comme étant un anxiolytique-like lorsque, face a une situation de
stress, 'animal augmente ses déplacements explorateurs, a I'inverse d’un produit a activité
anxiogénique qui accentue la peur de I'animal et diminue ainsi ses déplacements. L'animal

préfére donc rester dans le milieu sécurisant (Figure 2:19).

@ Curiosité ‘

N N

Effet anxiolytique Effet anxiogéne

Figure 2:19 Effets anxiolytique et anxiogéne de substances pharmacologiques
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Pour différencier I'effet anxiolytique de I'effet stimulant d’un produit, le test de I’'Openfield
est mis en ceuvre a la suite des trois tests cités ci-dessus. En effet, le test de I’'Openfield
permet d’observer la locomotion et ainsi d’écarter d’éventuels faux-positifs.

Une substance dont I'effet sur I'anxiété est démontré par 'un des trois tests précédents
peut étre considérée comme anxiolytique-like si elle ne modifie pas I'activité locomotrice.
Les faux positifs ne présentent aucune difficulté pour aller dans les zones anxiogénes des
tests d’anxiété mais une activité locomotrice élevée dans I’Openfield.

L’anxiété comporte plusieurs volets (Leman et al., 2004) :

Un volet physiologique se traduisant par une activation d’origine nerveuse
sympathique (accélération du rythme cardiaque, augmentation de la pression artérielle...) et
hormonale.

Un volet expressif comme des vocalisations d’alarmes spécifiques, des expressions
faciales, des postures défensives, des modifications du pelage ou du plumage...

Un volet comportemental avec notamment des comportements appartenant au
répertoire défensif comme la fuite ou I'immobilité de la souris (freezing) et des inhibitions
exploratoires.

Un volet subjectif (le ressenti de I'’émotion) qui s’intégre dans le volet cognitif et qui
est tres souvent spécifique a ’lhomme.

L'anxiété est génératrice de stress. Ces deux phénomenes sont tres étroitement liés et
souvent superposés dans le langage commun.

Il existe trois types d’anxiété : I'anxiété « état », I'anxiété « trait » et I'anxiété pathologique
(Spielberger et al., 1970).

L’anxiété « état », aussi appelée anxiété situationnelle ou environnementale. Lister
(1990) a définit I'anxiété « état » comme une anxiété que le sujet éprouve a un moment
donné et qui augmente en présence d’un stimulus anxiogene (Lister, 1990). Elle se rapporte
a une émotion passagere liée a une situation limitée dans le temps et un environnement
particulier. L’anxiété « état » est caractérisée par un éveil physiologique et par la perception
de sentiment d’appréhension, de crainte et de tension (Graziani, 2005).

L’anxiété « trait » ne varie pas d’'un moment a un autre, elle est considérée comme
étant une caractéristique stable et endogéne d’un individu (Lister, 1990).

L’anxiété pathologique est, par contre, une émotion persistante, incontrolable,

excessive et inappropriée. Le comportement lié a cette anxiété est une réaction exagérée a
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I"anticipation ou a la perception des menaces, qui est disproportionnée a la situation réelle

(Ohl et al., 2008).
2.6.1.2 Le systeme de neurotransmission régulateur de I'anxiété

2.6.1.2.1 Le systéme GABAergique

Le neuromédiateur qui contréle majoritairement ['anxiété est I'acide gamma-
aminobutyrique (GABA). C’est le principal neurotransmetteur inhibiteur dans le cerveau
humain dont I'activité est liée a la conformation allostérique de son récepteur : le complexe
GABA, (Bourin, 2004). Le niveau d’activation des récepteurs GABA, serait le principal

régulateur de I'anxiété « trait ».

2.6.1.2.2 Le systéme sérotoninergique

Des études bibliographiques démontrent que l'anxiété serait liée a une suractivité du
systeme sérotoninergique central (Briley et al., 1990; Kawahara et al., 1993).

En effet, les neurotransmetteurs monoamines, dont la sérotonine ou 5-hydroxytryptamine
(5-HT), la norépinéphrine et la dopamine jouent un réle important dans I'anxiété (Wang et
al., 2007b). La sérotonine est considérée comme l'un des neurotransmetteurs les plus
importants impliqués dans I'anxiété avec le systeme GABAergique. Elle est synthétisée a
partir du tryptophane, acide aminé essentiel, apporté par I'alimentation. Il a donc été
démontré qu’un anxiolytique agissant via le systéme sérotoninergique cérébral diminue le
taux de la 5-HT (Caramaschi et al., 2007; Hoyer et al., 2002; Wang et al., 2007b).

La noradrénaline et la dopamine seraient également impliquées dans I'anxiété, mais le lien
entre les taux de neurotransmetteurs et I'anxiété n’est pas encore clairement défini (Wang
etal., 2007b).

2.6.2 Rappel sur le stress oxydant
2.6.2.1 Définition du stress oxydant

L'oxygeéne est essentiel a la survie des cellules aérobies, cependant, cette molécule peut
présenter des effets toxiques via ses dérivés partiellement réduits. En effet, les espéeces
dérivées de I'oxygéne sont beaucoup plus réactives que I'oxygéne qui leur a donné naissance
et sont appelées les espéces réactives de I'oxygéne (ROS). Pour sa survie, il est nécessaire
pour la cellule de maintenir un certain équilibre redox grace a des antioxydants endogenes

et exogénes. En faible concentration, les ROS interviennent positivement dans plusieurs
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processus physiologiques tels que la signalisation cellulaire, la régulation cellulaire, la
réponse immunitaire et la défense contre les agents infectieux (Gomes et al., 2005; Valko et
al., 2007). Le stress oxydant provient dans une cellule, lorsque la production des ROS
dépasse les capacités de détoxification cellulaire, le déséquilibre de la balance entre la
production des ROS et la capacité antioxydante de la cellule a empécher les lésions
oxydatives.

Un stress oxydant se manifeste par l'attaque des oxyradicaux aux biomolécules en
provoquant des dommages cellulaires comme un changement dans la fluidité et/ou la
perméabilité membranaire, la peroxydation des lipides, I'inactivation de certaines enzymes,
I"augmentation de plus de 10 fois la susceptibilité des protéines a la protéolyse, la mutation
voire la dénaturation de I’ADN. Tous ces dysfonctionnements et |ésions oxydatives peuvent
entrainer la mort cellulaire et étre impliqués dans plusieurs maladies aiglies ou chroniques

comme le cancer, le diabéte, les maladies neurodégénératives...
2.6.2.2 Les sources des ROS

Les ROS endogenes sont produites a l'intérieur des cellules, a travers une variété de
processus, ou provenir directement du milieu extracellulaire. Leur production peut étre due
a I'exposition des cellules a des prooxydants d’origine exogéne et environnementale tels que
les pesticides, les toxines (métaux lourds), la fumée de cigarette, les polluants, la poussiére
(d’amiante, de silice), le rayonnement magnétique... La surproduction des ROS peut provenir
également de la fuite d’électrons de la chaine respiratoire mitochondriale ou de la xanthine
oxydase soit d’une stimulation excessive de la NAD(P)H oxydase.

2.7 Les lipides utilisés en tant que vecteurs

2.7.1 Les nano-émulsions

Une émulsion résulte d’'une dispersion de deux liquides non ou faiblement miscibles, ou la
phase dispersée est présente sous forme de gouttelettes animées d’'un mouvement
brownien dans la phase continue. Seules les émulsions dont le diamétre des gouttelettes est
de I'ordre du nanometre sont considérées comme des nano-émulsions (Mason et al., 2006).
Une émulsion est un systéme thermodynamiquement instable, stabilisé par I'ajout de
tensioactifs ou de particules amphiphiles qui se situent a I'interface des deux phases (Salager

etal., 2001).
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Les applications des émulsions sont tres largement répandues dans le domaine de
I’agrochimie (Wang et al., 2007a), les technologies alimentaires (McClements and Li, 2010),
la cosmétique (Wu et al., 2011) ainsi que dans le domaine thérapeutique pour la
vectorisation et le relargage de molécules actives (Andreani et al., 2011; Averina et al.,

2011).
2.7.1.1 Stabilité physique

La stabilité des émulsions est l'une des plus importantes propriétés qui dépend
essentiellement de la nature de I'émulsifiant, de la quantité d’huile, des conditions
d’homogénéisation et de la température de préparation (Sathivel et al.,, 2009). Les
surfactants utilisés jouent un role majeur dans la stabilité des émulsions, en diminuant la
tension interfaciale des deux phases (huile et eau) tout en retardant la floculation et la
coalescence de la phase dispersée (Collins-Gold et al.,, 1990). La déstabilisation d’une
émulsion s’effectue par des phénoménes migratoires et d’augmentation de taille des
gouttelettes. Ces phénoménes migratoires, réversibles, font allusion au crémage et a la
sédimentation. Les gouttelettes lipidiques animées d’un mouvement brownien sont
soumises au champ de pesanteur terrestre. Leur densité entrainera donc un mouvement
vers le bas si la goutte est plus dense que la phase continue ou vers le haut dans le cas
contraire (Brochette, 1999).
Dans les phénomenes conduisant a une augmentation de la taille des gouttelettes lipidiques
nous retrouvons des mécanismes réversibles et irréversibles, pouvant déstabiliser une
émulsion (Canselier and Poux., 2001). Parmi ces derniers, nous pouvons citer :

Le phénomene de floculation, réversible, qui s’établit lorsque les forces d’attraction
entre les gouttes dépassent les forces de répulsion, entrainant ainsi des agrégats.

Le mlrissement d’Ostwald :
Selon la loi de Laplace, la grande pression a la surface des petites gouttelettes leur permet
de fusionner avec les grandes gouttes lipidiques qui ont une faible pression de surface
(Brochette, 1999; Roland et al., 2003). En effet, le mlrissement d’Ostwald, irréversible,
intervient quand la phase dispersée est faiblement soluble dans la phase continue.
Les phénomenes migratoires favorisent la coalescence qui est irréversible, et entrainent un
rassemblement des gouttelettes, augmentant la probabilité de contact. La coalescence

dépend bien évidemment du film interfacial qui entoure les gouttelettes. Ainsi, une
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concentration suffisante de I'émulsifiant permet de retarder cette phase de déstabilisation

(Roland et al., 2003).
2.7.1.2 Méthodes de préparation des émulsions

Il existe plusieurs méthodes de préparation des émulsions. Cependant, nous allons nous
intéresser aux techniques n’utilisant pas de solvants organiques.

L’'homogénéisation a haute pression est une technique qui réduit la taille des globules
(<1um), en atteignant une pression de 2000 bars. Elle permet donc de produire une
émulsion uniforme, homogéne et trés stable dans le temps (Lee et al., 2009). Contrairement
a I'homogénéisation a haute pression, l'ultrasonication permet de casser les grandes
gouttelettes lipidiques de maniére non homogene, entrainant une distribution de taille trés
large. Cependant de nombreuses études utilisent ce procédé afin de produire des nano-
émulsions (Puglia et al., 2008). L'auto-émulsification est une technique, plus récente, qui
consiste a mélanger I'huile, le tensioactif, le co-tensioactif et I’eau. L’émulsion se forme sous
faible agitation. Ce type d’émulsion est tres utilisé dans I'encapsulation de principes actifs
(Shah et al., 2007).

Les émulsions permettent de réduire les risques d’oxydation en encapsulant les AGPI-LC, et
en diminuant leur contact avec 'oxygene, les métaux et d’autres molécules susceptibles
d’attaquer les doubles liaisons (Ye et al., 2009).

D’autre part, d’'un point de vue pharmaceutique, les émulsions permettent I'incorporation
des principes actifs lipophiles. L'encapsulation en émulsion augmente la disponibilité des
médicaments, et réduit certains effets secondaires, en prolongeant leurs effets
pharmacologiques par rapport aux formulations classiques (Hung et al., 2006).

2.7.2 Vectorisation des molécules bioactives lipophiles
2.7.2.1 Le Coenzyme Q9

Le coenzyme Qi (CoQio; 2,3-dimethyoxy-5-methyl-6-decaprenyl-1,4-benzoquinone),
nommé aussi 'ubiquinone est un composé de couleur jaune, liposoluble et similaire a une
vitamine. C’est une molécule ubiquitaire, retrouvée dans toutes les cellules de I'organisme
humain majoritairement dans le coeur, le foie et les muscles (Balakrishnan et al., 2009). Le
CoQyo (Figure 2:20) a deux nomenclatures différentes : La premiere regroupe ce type de

molécule sous le terme de Coenzyme Qn, ou n représente le nombre d’unités isoprenes
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(chaine de 5 carbones) tandis que la seconde désigne ces composés comme étant des

ubiquinones n, avec n représentant le nombre de carbones totaux de la chaine isoprénoique.

Figure 2:20 Structure chimique du coenzyme Q.

Ainsi, le coenzyme Qi correspond a l'ubiquinone 50 et le coenzyme Qg correspond a
I"'ubiquinone 0, etc...

Le CoQqo est généralement localisé au niveau des mitochondries. Il joue le réle d’un
cofacteur essentiel dans la chaine de transport d’électrons mitochondriales, intervenant
ainsi dans la respiration cellulaire aérobie et dans la production d’énergie cellulaire sous
forme d’ATP (Bunaciu et al., 2007; Zhipeng et al., 2007). Il s’agit du seul composant lipidique
parmi les transporteurs d’électrons de la chaine respiratoire. C'est une benzoquinone qui
posseéde une longue chaine isoprénoique qui lui confere son caractere lipophile et par
conséquent une libre mobilité a travers les membranes cellulaires et mitochondriales (Crane,
2001). Le CoQqq est un puissant antioxydant qui protege les lipoprotéines circulant dans le
sang, les mitochondries ainsi que les lipides membranaires contre les phénoménes
d’oxydation en balayant les radicaux libres (Aberg et al., 1992; Schmelzer et al., 2007).
Cependant, il est possible de détecter un stress oxydant chez un individu en dosant la
concentration de CoQyq dans ses lipoprotéines ainsi que dans son plasma.

La biosynthese du CoQip diminue dans les tissus a cause des changements dégénératifs
causés par le vieillissement de l'organisme. C'est donc pour cette raison que la
supplémentation alimentaire en CoQ;q est devenue nécessaire pour I'organisme (Fu, 2009).
Le CoQyo a été utilisé antérieurement en tant que supplément alimentaire ou adjuvant
thérapeutique pour des maladies comme le diabéete héréditaire, le diabete sucré et la
surdité (Suzuki et al., 1998; Watts et al., 2002). Une déficience en CoQ; peut étre a la base

de plusieurs pathologies liées au stress oxydant (Tableau 2:25) (Balakrishnan et al., 2009).
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Tableau 2:25 Différentes maladies liées a un déficit en CoQo

Pathologies impliquant le CoQ,, Références bibliographiques
Problémes cardiovasculaires (cardiomyopathie) Joo, 2005) (Tiano, 2007)
Hypertension Joo, 2005) (Rosenfeldt, 2007)

(

(
Athérosclérose (Joo, 2005)
Cancer de sein (Fu, 2009)
Diabéte (Chew, 2008)
Angine pectorale (Joo, 2005)

D’autre part, le CoQyp est récemment utilisé en formulations cosmétiques (Xia, 2010) et
nutraceutiques (Udompataikul, 2009). Pardeike et ses collaborateurs (2010) ont effectué
une étude comparative d’'une créeme cosmétique contenant une nano-émulsion de CoQyq
(homogénéisée a haute pression, 2 cycles, 800 bars, 80°C) avec une creme composée des
mémes ingrédients non émulsionnés. Les résultats de cette étude montrent que les deux
crémes sont bien tolérées et ne présentent aucune irritabilité, cependant 73,9% de
volontaires ont affirmé que la créme contenant la nano-émulsion était plus « hydratante »
que la creme contréle (Pardeike et al., 2010).

Le CoQy affecte I'expression de milliers de genes humains impliqués dans la signalisation, le
métabolisme et dans le transport de nutriments (Groneberg et al., 2005; Schmelzer et al.,
2007).

Des tests in silico révelent qu’une partie des genes sensibles ou influencés par le CoQqo sont
impliqués dans les voies métaboliques inflammatoires. Ces résultats ont été validés en
effectuant des tests sur l'effet anti-inflammatoire du CoQio sur des cellules de type
monocytes humains et murins (Schmelzer et al., 2007). Les résultats obtenus montrent que
I'effet positif du CoQio sur linflammation provient d’une régulation au niveau de
I’expression des génes codant pour les cytokines TNF-a et / ou de son effet antiradicalaire.
Les études n’ont pas encore été extrapolées au niveau animal et humain.

En raison de son caractere lipophile et de son poids moléculaire élevé, le CoQiq est
faiblement absorbée au niveau du tractus gastro-intestinal (Balakrishnan et al., 2009). De ce
fait une administration orale de CoQy reste la voie de supplémentation généralement
utilisée. Différentes formulations ont été proposées depuis 1985 dans le but d’augmenter sa

biodisponibilité (Tableau 2:26).
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Tableau 2:26 Mode de vectorisation et biodisponibilité du CoQ,,

Type de formulation

Composition huileuse

Technique

Test

Efficacité

Références

Microémulsions

Lécithine de Soja (3,9mg)
D-Sorbitol (90mg)
Propyléne glycol (90mg)
CoQy (216 pCi)

Sonication 40W

In vivo, administration
en intra veineuse

Biodisponibilité élevée
au niveau du coeur
comparé a une
formulation huileuse

(Takada et al.,
1985)

Microémulsions

Huile de soja (400g)
Phospholipides de jaune d’ceuf

Homogénéisateur a
haute pression

In vivo, administration

2 fois et demi plus
efficace que les autres

(Ozawa et al.,

(48g) 2 orale chez des chiens . , 1986)
520Kg/cm formulations testées
CoQyo (2,48) (520Kg/em’)
CoQyo Homogénéisateur a )
Takeuch l.
Emulsions séchées Huile grande vitesse (20 000 - - (19392e)uc tetal,
rom pendant 5 min)
Polysorbate 80

Formulation huileuse

Triglycérides a moyenne chaine
d’acides gras
CoQyo

In vivo, administration
orale
Test clinique

2 fois et demi plus
efficace que les autres
formulations testées

(Chopra et al.,
1998)

Nanoémulsions
encapsulées dans un
polymére

HPMC

Huile

Huiles essentielles

CoQyp

Surfactants et co-surfactant
synthétiques

Auto-émulsification

(Nazzal et al.,
2002)

Nanoémulsion

CoQyo

Huile
Surfactant
Cosurfactant

Auto-émulsification

In vivo, administration
orale chez des rats

2 fois plus efficace que le
CoQy, administré en
poudre

(Balakrishnan et
al., 2009)

Dispersion solide dans
I'eau distillée

CoQyp

Polymer hydrophile (poloxamer
188)

Ratio (1 :30 w/w)

Vortex (2 min)
Agitation 150 rpm (24h)

Pas d’administration

(Bhandari et al.,
2007)
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En effet, la biodisponibilité du CoQy, dépend fortement du type de vectorisation et du mode
d’administration (Fu, 2009). Il a été démontré que le CoQq solubilisé dans des formulations
huileuses sous forme de gélules molles est mieux absorbé que sous forme pulvérulente
(Folkers, 1994; Singh, 2005).
Récemment, plusieurs équipes se sont intéressées aux formulations lipidiques permettant
de vectoriser les molécules d’intérét biologique comme par exemple les micro et nano-
émulsions, préparées avec ou sans contrainte (auto-émulsification). Nous retrouvons donc
les émulsions préparées soit par sonication, par ultraturrax ou par homogénéisation a haute
pression contrairement au systéme émulsionné sans aucune contrainte ou traitement
physique ; une émulsion naturelle et spontanée (sous simples agitation magnétique). Ce
dernier systéeme de préparation des émulsions est basé essentiellement sur la composition
en surfactants, sur le temps et la température d’agitation. Les auteurs estiment que les
mouvements péristaltiques de I'estomac et de I'intestin permettent une agitation nécessaire
pour une auto-émulsification in vivo (Shah et al., 1994).
L’augmentation de la biodisponibilité dépend principalement de deux paramétres : La taille
des gouttelettes lipidiques et le surfactant utilisé (Shah et al., 1994). En effet, plus la taille
des gouttelettes d’huile est petite, plus la surface de contact avec les enzymes digestives est
importante. De ce fait les lipases pancréatiques hydrolysent les triglycérides et libérent
rapidement le principe actif lipophile encapsulé et/ou permettent la formation de micelles
de sels biliaires enfermant le principe actif a I'intérieur (Balakrishnan et al., 2009).
Le surfactant permet aux gouttelettes lipidiques d’étre chargées et polarisées, ce qui conduit
a une libération rapide des molécules encapsulées vers le milieu aqueux (Shah et al., 1994).
D’autre part, les surfactants utilisés pour stabiliser les émulsions ont un réle important dans
I"amélioration de la biodisponibilité des principes actifs. Ceci peut étre lié a différents
mécanismes tels que :

- Augmenter la solubilité des principes actifs encapsulés (Constantinides et al., 1994)

- Augmenter la perméabilité a travers les parois épithéliales intestinales (Koga et al.,
2006)

- Augmenter la perméabilité au niveau des jonctions serrées de l'intestin qui
représentent I'adhésion entre les cellules de I'épithélium intestinal constituant I'étanchéité

de l'intestin (Koga et al., 2006).
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- Diminuer le mécanisme d’efflux vers la lumiére intestinale d’un médicament résorbé
(Eaimtrakarn et al., 2002).
Il a été démontré, qu’avec des formulations de type émulsion, nous pouvons augmenter la

biodisponibilité des principes actifs faiblement solubles (Jong, 2007; Kommuru et al., 2001).
2.7.2.2 Lacurcumine

La curcumine (Figure 2:21) est un polyphénol naturel qu’on retrouve dans le rhizome de la
plante herbacée tropicale Curcuma Longa (Kunwar et al., 2006). Cette molécule de couleur
jaune, est utilisée comme colorant alimentaire naturel et comme épice en alimentaire. La
curcumine fait partie du mélange d’épices que nous retrouvons dans le curry (Yang et al.,
2007). Le curcuma contient plus d'une douzaine de composés phénoliques appelés

curcuminoides, dont le principal est la curcumine (environ 50 ~ 60 %) (Edeas, 2006).

OH OH
CH o z P o CHs

O OH

Figure 2:21 Structure chimique de la curcumine

Le curcuma est utilisé depuis des siecles en médecine traditionnelle, notamment en Inde,
pour traiter toute une variété d'indispositions incluant problémes gastro-intestinaux,
inflammations, maux de téte, infections et rhumes (Edeas, 2006).

Malgré le fait que la curcumine possede plusieurs propriétés intéressantes, son utilisation
clinique reste limitée en raison de sa nature hydrophobe (Li et al., 2007b). La curcumine est
faiblement biodisponible lorsqu’elle est administrée par voie orale. Plusieurs études
s’'intéressent aux différents mode de vectorisation vers des cibles privilégiées (Kunwar et al.,
2006). En plus de son utilisation dans les domaines alimentaire et pharmaceutique, la
curcumine est tres employée dans le domaine cosmétique. En effet, une étude effectuée en
2007 par Teichmann et al., a montré que la pénétration de la curcumine dans le Stratum
corneum (la couche la plus éloignée de |'épiderme) est améliorée lorsqu’elle est vectorisée

sous forme de nano-émulsion (Teichmann et al., 2007).
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2.7.2.2.1 Propriétés antioxydantes

Les propriétés antioxydantes et antiradicalaires des curcuminoides proviennent de leur
capacité a intervenir dans le mécanisme d’oxydoréduction et plus précisément dans le
transfert d’'un ou plusieurs électrons d’'un atome vers un autre. Un tel processus est
nécessaire pour la vie en aérobie, puisque I'oxygene est I'accepteur ultime d’électrons au
niveau de la chaine respiratoire pour former de I'énergie sous forme d’ATP. Cependant, pour
lutter contre les radicaux libres nocifs, notre organisme posséde deux systemes de défense
antioxydants, endogene et exogene (Ak and Gilgin, 2008). Il s’est avéré que l'activité
antioxydante de la curcumine est supérieure a celle de I'extrait d'écorce de pin, de I'extrait
de pépins de raisin et des antioxydants synthétiques comme le butylhydroxyltoluene (BHT)
(Tiyaboonchai et al., 2007). Plusieurs études ont été réalisées afin d’étudier I'activité
antioxydante de la curcumine. Selon I'étude de Ak et Giilgin (2008), I'activité antioxydante
de la curcumine est due a son transfert d’un atome d’hydrogene aux radicaux libres. En
effet, une concentration de 20 mM de curcumine permet d’inhiber de 97,3% I’oxydation de

I'acide linoléique en émulsion (Ak and Giilgin, 2008).

2.7.2.2.2 Les propriétés anti-cancéreuses

Il @ été prouvé, in vitro et in vivo, que la curcumine a un effet antiprolifératif contre une
variété de tumeurs, tels que le cancer colorectal (Li et al., 2007b), pancréatique (Lan Li et al.,
2005), mammaire, gastrique, hépatique, ovarien, de la prostate, et leucémique (Sahu et al.,
2008).

En raison de sa non toxicité, jusqu’a 40 mg/Kg chez des rats, elle peut étre combinée avec les
autres traitements du cancer comme les agents chimio-thérapeutiques (Li et al., 2007b).

En effet, des chercheurs ont suggéré que la curcumine inhibe la croissance des cellules
tumorales par des moyens provoquant l'apoptose (mort cellulaire). Il semble que les génes
associés a la prolifération cellulaire et a I'apoptose pourraient avoir une action
chémopréventive (Miquel et al., 2002).

Une étude a été réalisée in vivo sur des souris ayant recu 1% de curcumine dans leur régime
alimentaire pendant 16 jours. Les souris ont été irradiées par rayons X. L'apparition de la
premiere tumeur palpable a été retardée de 6 mois dans le groupe alimenté avec la
curcumine en comparaison avec les souris témoin. D’autre part, I'examen histologique a
montré une réduction de 50% de la taille des tumeurs chez les animaux nourris avec la
curcumine par rapport aux contréles (Inano et al., 1999).
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2.7.2.2.3 les propriétés anti-hépatotoxiques des curcuminoides

Cette propriété des curcuminoides a été démontrée par des tests in vivo. Il s’agit d’une
administration d’un composé hépatotoxique comme le tétrachlorure de carbone a des rats
dans le but de provoquer des dommages hépatiques se traduisant par une augmentation
dans le sang, de 2 a 3 fois, des taux d’aspartate-aminotransférase, de I’alanine-
aminotransférase et de la phosphatase alcaline. L'ajout d’extrait de curcuma a la nourriture
des animaux traités, que ce soit avant ou pendant I'administration de tétrachlorure de
carbone, permet d’éviter ces dommages hépatiques (Deshpande et al., 1998). En vue
d’améliorer 'activité anti-hépatotoxique des curcuminoides, une étude a été effectuée en
2007 par Maiti et ses collaborateurs. lls ont développé une nouvelle formulation complexant
la curcumine avec des phospholipides pour augmenter sa biodisponibilité dans I'organisme.
Le produit permet une meilleure protection du foie des rats en comparaison avec la

curcumine utilisée seule en tant que contréle (Maiti et al., 2007).

2.7.2.2.4 Les propriétés anti-inflammatoires des curcuminoides

L’activité anti-inflammatoire de la curcumine est due a I'inhibition des cyclooxygénases en
empéchant ainsi la formation des thromboxanes et des prostaglandines a partir de l'acide
arachidonique (Teusher et al., 2005). En 2008, une étude effectuée en 2008 par Wang et al.,
a montré qu’en comparaison avec la curcumine seule, la curcumine en émulsion a un effet
anti-inflammatoire remarqué chez des souris présentant un cedéme aux oreilles (Wang et

al., 2008a).

2.7.2.2.5 Les propriétés neuroprotectrices des curcuminoides

La curcumine diminue la peroxydation lipidique et augmente le taux de glutathion dans le
cerveau (Teusher et al., 2005). Lin et ses collaborateurs (2011) ont étudié I'effet bénéfique
de la curcumine sur des rats ayant subi des blessures traumatiques de la moelle épiniére.
Une quantité de 40 mg/Kg a été administrée en intra-péritonéale, solubilisée dans du DMSO
(Dimethylsulfoxide) pendant 6 jours. Les résultats montrent que ce traitement attenue

significativement la perte de neurones (Lin et al., 2011).
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3.1 Procédé d’obtention de la lécithine de saumon

La lécithine de saumon est obtenue a partir de I'extraction enzymatique de tétes de saumon
(Salmo salar) sans utilisation de solvants organiques. Ce procédé breveté conduit a
I'obtention d’un complexe phospholipopeptidique (CPLP) constitué de phospholipides, de
triacylglycérols et d’'un hydrolysat peptidique.

Dans le cadre de notre étude, le CPLP est fourni par les Laboratoires Le Stum. Nous avons
par ailleurs effectué deux extractions au laboratoire a échelle pilote sur 100 kg de tétes de
saumon non congelées provenant d’un poissonnier local.

3.1.1 Matiere premiére

La matiere premiére est constituée de tétes de saumons d’aquaculture (Salmo salar)

provenant de l'industrie de transformation de produits a base de saumon (Figure 3:1).

Figure 3:1 Photo d'une téte de saumon avant broyage

Les tétes de poisson, utilisées comme matiére premiére dans notre procédé d’extraction,
sont des co-produits provenant des étapes de filetage, conservés a basse température (+4°C)
ou congelés. Le poids moyen des tétes utilisées varie entre 0,9 et 1,2 kg.

3.1.2 Les enzymes protéolytiques utilisées

Nous utilisons dans le processus d’extraction des endopeptidases d’origine bactérienne et de
qualité alimentaire, conformes aux spécifications recommandées par la législation (Arrété du
19 octobre 2006 relatif a I'emploi d'auxiliaires technologiques dans la fabrication de
certaines denrées alimentaires). Il s'agit de L’alcalase® 2,4L appartenant a la famille des
subtilisines (EC.3.4.21.14a), protéases alcalines (Tableau 3:1). Elle est produite a partir d'une

souche sélectionnée de Bacillus licheniformis.
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Tableau 3:1 Paramétres physicochimiques de I'alcalase®

AIcaIase®
Nom générique Substilisine Carlsberg
Type d’action Endopeptidase
Nature du site catalytique Sérine
pH optimal 6,5 et 8,5
Température optimale 70°C
Poids moléculaire (approximatif) | 27300

3.1.3 Llasolution alcaline

Une solution d’hydroxyde de sodium NaOH (10 N) a été utilisée pour ajuster le pH de la
solution du mélange réactionnel a la valeur optimale d’activité de la protéase.

Une fois I'enzyme introduite dans le réacteur, la diminution du pH durant I'hydrolyse
enzymatique du substrat est compensée par addition de la solution d’hydroxyde de sodium
(10 N) selon la méthode du pH-stat développée par Adler-Nissen (1979) (Gbogouri et al.,
2006; Linder et al., 2005). La méthode du pH-stat consiste a maintenir le pH constant durant
la réaction enzymatique par ajout d’hydroxyde de sodium. La consommation de NaOH
permet de calculer le degré d’hydrolyse pendant la durée de la réaction (Adler-Nissen,
1979).

Il existe une proportionnalité entre la libération des protons et le nombre de liaisons
peptidiques hydrolysées. Le degré d’hydrolyse (DH) est défini comme étant le pourcentage
de liaisons peptidiques hydrolysées (h) sur le nombre de liaisons peptidiques totales (h tot).

Il est défini selon la formule suivante :

B X NB

DH =
MP X a X htot

X 100

B : Volume de NaOH ajouté (ml)

NB : Normalité de la base

a : Degré moyen de dissociation des groupes alpha aminés

MP : Masse de protéines présentes dans le milieu réactionnel (g) (NT x 6,25)
h tot : Nombre de liaisons peptidiques dans le substrat protéique (7,5 méq/g)
Le degré de dissociation est défini comme suit :

1
“ = T+ 10vkpH

pK : Représente le pK moyen des fonctions a-aminés libérées durant I’hydrolyse :
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k=78 + 228 7T o 2400
PR =718 T 598 x T

La température étant exprimée en Kelvin

3.1.4 Gazinerte

L'utilisation de I'azote comme gaz inerte a pour objectif de protéger la phase lipidique de
I’oxydation pendant les étapes de centrifugation et de manipulations des produits.

3.1.5 Le procédé d’extraction
3.1.5.1 Laréaction d’hydrolyse

Le substrat composé de tétes de poisson, maintenu a 4°C, est introduit dans le réacteur
contenant au préalable de I'eau a 80°C (1 volume de substrat / 1 volume d’eau). Il est
nécessaire de connaitre la concentration protéique (basée sur la quantité d'azote total
présent dans le substrat) et I'ajuster dans le réacteur sous agitation par addition d'eau pour
obtenir une valeur voisine de 7 a 8% en poids. Cette étape facilite I'agitation dans le réacteur
et augmente la surface de contact avec les protéases. Le controle de la réaction d’hydrolyse
s’effectue par la méthode du pH-stat présentée ci-dessus.

Le procédé industriel n’est pas présenté ci-dessous pour des raisons de confidentialité.
3.1.5.2 Inactivation enzymatique

La réaction d’hydrolyse est arrétée, 30 min aprés le début de la réaction par élévation de la

température. L'inactivation thermique de I'enzyme s’effectue a 95°C pendant 10 min.
3.1.5.3 Etape de filtration - centrifugation

Les particules solides non hydrolysées (os de tétes) sont éliminées par filtration sur tamis en
inox. La phase liquide du mélange réactionnel est ensuite centrifugée a 80°C pour éviter une
séparation de phase du mélange. La centrifugation de la phase liquide permet de séparer

I’"huile de saumon, I’hydrolysat peptidique soluble et le CPLP.
3.1.5.4 Récupération du complexe phospholipopeptidique

Le CPLP est récupéré apres centrifugation et débourbage sous atmosphére inerte avant

d’étre conditionné sous azote dans des barquettes et congelé a -20°C.
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3.1.5.5 Conditionnement

Une fois lyophilisé, le CPLP est ensuite conditionné dans des poches, en polyamide et
polyéthyléne, sous vide puis stocké a -20°C pour ralentir les phénomenes d’oxydation.
L’huile de saumon est re-centrifugée a 10 000 rpm pendant 25 min a 4°C sous azote puis
conditionnée dans des bouteilles brunes sous azote a -20°C.

3.2 Analyses physicochimiques du CPLP

3.2.1 Matiere séche

Le pourcentage de matiere séche contenu dans I'hydrolysat enzymatique est déterminé
apres lyophilisation. L'échantillon est pesé avant et aprés lyophilisation. Les résultats,
calculés sur trois répétitions, sont exprimés en g/100 g de CPLP.

3.2.2 Dosage de la teneur en azote (AOAC, norme 960.52, 1997)

La teneur en azote du CPLP est déterminée par la méthode de Kjeldahl. La teneur en azote
total est dosée dans le CPLP lyophilisé ainsi que dans la fraction soluble de ce dernier.
L'azote non protéique est mesuré dans I’hydrolysat peptidique en précipitant au préalable
les protéines avec de l'acide trichloroacétique TCA (15%). La méthode de Kjeldahl est
constituée de deux étapes distinctes :

La minéralisation de I’échantillon : elle consiste a la transformation de I'azote organique en
azote minéral, sous forme de (NH4),SO,. La réaction se déroule a pH acide en présence de
catalyseur porté a 400°C pendant 3h. A une prise d’échantillon de 0,5 g (échantillon solide)
ou 1 mL (échantillon liquide) on ajoute 0,5 g de catalyseur, 2 mL de H,SO,4 (95%) et 1 mL de
H,0, a 110 volumes.

La distillation du minéralisat : Aprés refroidissement, la solution d’ammonium NH," formée
est ensuite dosée automatiquement avec un appareil de type Vapodest 4S Gerhardt. Une
fois les matras placés dans le distillateur, 2 mL d’eau distillée et 2,5 mL de lessive de soude
(36% v/v) sont ajoutés a I’échantillon pour neutralisation et obtenir de 'ammoniaque (NH3).
Ce dernier est entrainé au cours de la distillation par la vapeur d’eau, puis est récupéré dans
un compartiment contenant de I'acide borique en excés. Le borate d’ammonium formé est
ensuite titré par une solution d’acide sulfurique (0,01 N) par colorimétrie en utilisant un
mélange de rouge de méthyle et de bromocrésol comme indicateurs. Le volume de H,SO,
versé permet de calculer la concentration massique d’azote pour 100 g de produit en

utilisant I'équation suivante :
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(V-=V0) x N x 14 x 100
M

V : Volume de H,S0, nécessaire pour la titration de I'’échantillon en mL
Vo : Volume de H,SO, nécessaire pour la titration du témoin en mL

N : Normalité de la solution de H,SO,

M : masse de I'échantillonen g

Le taux de protéines est calculé en multipliant la teneur en azote total par le facteur 6,25.

Taux d'azote (%) =

3.2.3 Dosage des minéraux

La détermination des minéraux contenus dans le CPLP a été réalisée par spectrométrie
d’absorption atomique a partir des cendres, au service d’analyse des roches et des minéraux
(SARM) selon le protocole de Carignan et ses collaborateurs (2001). Brievement, 300 mg de
CPLP lyophilisé sont mélangés avec 900 mg de LiBO, ultra pure et sont placés dans un four
automatique a 980°C pendant 60 min. Un échantillon contenant uniquement du LiBO, est
analysé dans les mémes conditions comme contréle. Apres refroidissement des échantillons
a température ambiante, ils sont solubilisés dans un mélange de HNOs (1 M), de H,0 (0,5%
v/v) et de glycérol (10% v/v) jusqu’a obtention d’un facteur de dilution de I’échantillon de
333. Les minéraux et les éléments de traces sont mesurés respectivement en utilisant le
Spectrometre d'Emission Optique Couplé a un Plasma Inductif (ICP-OES) et la technique
d’injection de flux couplée au Spectrometre de Masse Couplé a un Plasma Inductif (ICP-MS).
Les résultats sont présentés en pourcentage (Carignan et al., 2001).

3.2.4 Teneur en cendres (AOAC, norme 923.03, 1997)

Une masse exacte de CPLP (quelques milligrammes) a été déposée dans des creusets en
porcelaine et puis incinérée pendant 12h dans un four a moufle (540°C) jusqu’a
minéralisation compléte. Le pourcentage de centre est calculé en pesant les creusets et

selon le calcul suivant :

p . J g Masse de cendre < 100
ourcentage de cendres =
9 Masse initiale de l'échantillon

3.2.5 Taux d’humidité

Le taux d’humidité est mesuré en pesant une masse exacte de CPLP dans des cristallisoirs
introduits dans une étuve maintenue a 103°C jusqu’a poids constant.

Une fois le poids stabilisé, la masse des cristallisoirs est relevée et le taux d’humidité calculé

selon I'’équation suivante :

% d' humidité = Masse de l'échantillon humide — masse de l'échantillon sec % 100
o d Aumiaile = masse de l'échantillon humide
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3.2.6 Analyses microbiologiques du CPLP

Les analyses microbiologiques du complexe phospholipopeptidique ont été effectuées par
énumeération de la flore aérobie mésophile, de Escherichia coli, des coliformes, des levures et
moisissure (Tableau 3:2).

Tableau 3:2 Produits et conditions de culture

Espeéce Milieu de culture Fournisseur T(;z.mperat.ure ’ Temps. Normes
d’incubation d’incubation
L. Bouillon Trypcase Biokar
Fl N
;':sze:ﬁlbele Soja + extrait de Diagnostics + 30°C 72h in?grn:\z
P levure (TSB-YE) Biomerieux
. . NF ISO
Escherichia coli TC; ‘erlr‘)e;ec;/?fg;) Di:'giztrics 44°C 24h 16649-2
& Avril 2001
e sl | biokar NF 150
Coliformes . . . 30°C 24h 4832 Auvril
violet et au rouge Diagnostics 2004
neutre (VRBL)
Levures et G’elose’glucosge @ Biokar o . Norme
.. I'oxytétracycline . . 25°C 5 jours .
moisissures (0GA) Diagnostics interne

3.2.7 Teneur en lipides totaux

Les lipides totaux de saumon sont extraits a partir du CPLP lyophilisé par la méthode de
Folch et al., (1957) modifiée par Christie (1982), méthode spécialement adaptée pour les
produits anhydres. Un échantillon de CPLP (100 g) est mélangé a un mélange de
chloroforme/méthanol (2 : 1 v/v; 300 mL) pendant 30 min sous agitation et sous azote. Le
mélange est ensuite filtré sous vide a travers un verre frité (porosité n°4) et recueilli dans
une fiole a vide (Christie, 1982). Le gateau protéique est lavé avec 500 mL de
chloroforme/méthanol (2 : 1) pour éviter toute perte de lipide dans le CPLP. Le solvant est
ensuite éliminé a I'aide d’un évaporateur rotatif sous vide a 50°C (Laborota 4000-Heidolph).
Le vide est cassé sous atmospheére inerte pour éviter toute oxydation des échantillons. Le
taux de lipides totaux est déterminé en pesant la quantité de lipide récupérée apres
extraction et évaporation.

3.3 Analyses physicochimiques des lipides

Les lipides extraits a partir du CPLP sont composés d’'un mélange de lipides neutres (huile de
saumon) et de lipides polaires (lécithine de saumon) que nous allons nommer « lipides
totaux ». Les lipides totaux ainsi que I’huile de saumon obtenue par extraction enzymatique

sont analysés a I'aide des techniques suivantes :
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3.3.1 Composition en acides gras
Nous avons testé au début de la thése trois méthodes différentes pour analyser les acides

gras de I'huile et de la lécithine de saumon par chromatographie en phase gazeuse (CPG).
3.3.1.1 Préparation des esters méthyliques

3.3.1.1.1 Méthode d’estérification en présence de potasse méthanolique

Un échantillon de 100 mg de lipides est pesé dans un tube a vis en verre auquel 200 uL de
d’Hydroxyde de potassium en solution méthanolique (1,29 g de KOH dans 10 mL de
méthanol) et 5 mL d’hexane sont ajoutés sous azote. Le mélange est vortexé pendant 1 min
et le surnageant est récupéré apres 30 min de décantation, concentré et injecté en CPG
(Ackman, 1998). Cette méthode est rapide, mais ne tient pas compte de la présence d’acides

gras libres.

3.3.1.1.2 Méthode au trifluorure de bore (BF3)

Les esters méthyliques d’acides gras sont préparés a I'aide du réactif BFs/méthanol a 8%
(Ackman, 1998). Un échantillon de 100 mg de lipides est pesé dans un tube a vis auquel ony
ajoute 1,5 mL d’hexane et 1,5 mL de BFs;/méthanol a 8%. Le tube est fermé sous azote,
vortexé et chauffé a 100°C pendant 1h dans un bain sec. La réaction d’estérification arrétée,
les tubes sont refroidis sous I'eau. Un mL d’hexane et 2 mL d’eau distillée sont rajoutés au
mélange réactionnel. On récupere apres centrifugation (4500 rpm, 10 min, 20°C) le
surnageant dans un autre tube, toujours sous azote pour empécher I'oxydation. La phase
inférieure est relavée deux fois avec 1 mL d’hexane. L’ensemble des phases supérieures
collectées, contenant les esters méthyliques, est évaporé complétement sous azote et re-
solubilisé dans de I’hexane a raison de 100 mg d’esters méthyliques par mL d’hexane. Les

esters méthyliques sont ensuite injectés dans la colonne de CPG.

3.3.1.1.3 Méthode de Morrison & Smith

Les esters méthyliques d’acides gras sont préparés en accord avec la méthode de Morrison
& Smith (1964). Pour une prise d’échantillon variant de 2 a 20 mg on ajoute 1 mL de
BF3/méthanol (14%) et 1 mL de toluéne. Le tube est bien vortexé et mis sous azote pendant
45 min a 100°C.

Les esters méthyliques d’acides gras sont extraits en ajoutant 1mL de cyclohexane et lavés
avec 1mL d’eau distillée. Apres I'étape de centrifugation (4500 rpm, 10 min, 20°C), le

surnageant est récupéré puis injecté dans la colonne de CPG (Morrison and Smith, 1964).
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Cette technique peut étre avantageuse dans le cas ou nous ne pouvons pas utiliser 100 mg
d’échantillon lipidique. Avec une masse d’échantillon de 2 mg au minimum, de bonnes

résolutions sont obtenues au niveau des chromatogrammes.
3.3.1.2 Programme de I’analyse en CPG

Les esters méthyliques sont analysés par une CPG de type CG-2010 Plus, Shimadzu, équipée
d’un détecteur a ionisation de flamme et d’'une colonne capillaire de 60m de longueur, 0,25
mm de diamétre interne dont I'épaisseur du film (quartz fondu) est de 0,20 um. La
température du four est fixée a 200°C. Le détecteur et I'injecteur sont a une température de
250°C. Les échantillons sont séparés sur la colonne en utilisant I’'hélium comme gaz vecteur
avec un débit de 0,79 ml/min. L’échantillon est injecté en mode split. Le programme de

température utilisé lors de I'analyse est représenté schématiquement :

220°C, 25min
180°C, 2min
Refroidissement
2°C/min
120°C, 2min

L'intégration des pics se fait sur le logiciel de CPG, GC solution (Shimadzu). Lidentification
des pics d’acides gras sur le chromatogramme est réalisée a l'aide de deux standards
d’acides gras de source animale (PUFA1) et marine (PUFA2) (Sigma Aldrich). Le pourcentage
moyen de chaque pic est calculé a partir de trois répétitions.
3.3.2 Détermination des classes lipidiques
L'analyse des classes lipidiques de I'huile et de la lécithine de saumon a été réalisée par
chromatographie sur couche mince couplée a un détecteur a ionisation de flamme (FID) a
laide d’un latroscan® MKV (Chromarods-lll, latroscan Laboratory Inc, Tokyo, Japan). Les
échantillons sont déposés sur les chromarods a I'aide d’un capillaire de 1 plL a partir d’'une
solution de 10 mg de lipide par mL d’un mélange de chloroforme/méthanol (2 : 1). Le cadre
métallique de 10 chromarods est ensuite déposé dans une cuve en verre contenant le
mélange approprié de solvants :

Pour séparer les lipides neutres des lipides polaires, nous utilisons un mélange
hexane, diéthyl éther et acide formique (80 :20:0,2 ; v/v).

Dans le but de séparer la fraction polaire, un mélange chloroforme, méthanol et

ammoniaque (65 : 35 : 5; v/v) est utilisé comme solvant polaire de migration.
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Le latroscan® permet d’effectuer simultanément 10 répétions indépendantes sur un
échantillon. Il est d’autre part possible de quantifier chaque classe de lipides polaires. Aprés
une migration dans le mélange de solvants apolaires (hexane, diéthyl éther, acide formique),
les chromarods subissent un brulage partiel pour éliminer les lipides neutres qui ont migrés.
Les rods sont introduits a nouveau dans un mélange de solvants polaires permettant la
migration des lipides polaires (Phosphatidylcholine (PC), phosphatidylétanolamine (PE),
phosphatidylsérine (PS), phosphatidylinositol (PI)...).

La détection s’effectue a I'aide d’un détecteur a ionisation de flamme (flux d’air (200
mL/min) et d’hydrogéne (160 mL/min) avec une vitesse de brilage de 30 s/rod).

3.3.3 Séparation des différentes fractions lipidiques sur colonne de silice

Les différentes fractions lipidiques sont séparées sur colonne de silice en fonction de leurs
affinités par rapport aux solvants d'élution utilisés (Sautot et al., 2011). La silice (60 A) est
activée pendant 30 min a I'étuve avant d’étre introduite dans une colonne en verre (50 cm
de longueur, 3 cm de diameétre). La colonne est remplie de silice préalablement mise en
suspension dans le premier éluant; hexane/diéthyl éther (80 : 20). L'excés de solvant est
élué en veillant a ce que la colonne ne séche pas. Un échantillon de 5 g de lipides est
solubilisé dans un mélange chloroforme/méthanol (2 : 1) puis déposé au-dessus de la
colonne de silice. La premiére fraction, composée de lipides neutres (LN) est récupérée avec
100 mL d'hexane/diéthyl éther (80 : 20). Les glycolipides (GL) sont ensuite élués avec 100 mL
d'acétone, et enfin les phospholipides (PL) sont récupérés par gradient de
chloroforme/méthanol (2:1/ 1:1 / 0:1). Les solvants sont ensuite éliminés a I'aide de
I’évaporateur rotatif sous vide a 50°C. Le vide est cassé a I'azote pour éviter I'oxydation des
échantillons. Les différentes fractions sont ensuite analysées par CPG.

3.3.4 Indice d’acide (NF EN I1SO, 660, 1999)

L'indice d’acide (IA) est le nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium (KOH)
nécessaires pour neutraliser I'acidité libre d’'un gramme de matiere grasse. Il donne une
évaluation de la quantité d’acides gras libres contenu dans la matiere grasse. Dans un
erlenmeyer de 150 ml, on ajoute 50 ml d’éthanol et quelques gouttes de phénolphtaléine (1
g/L). Le mélange est chauffé dans un bain d’eau a 60°C. On titre ensuite avec KOH (0,5 N)
jusqu’a obtenir une coloration rose. On introduit 5 g d’huile dans une solution d’éthanol

neutralisé, on titre sous agitation magnétique avec KOH (0,5 N) jusqu’a ce que le mélange
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devienne rose. Un essai a blanc est effectué sans huile. L’indice d’acide se détermine comme

suit :

_ (V-V0)Xx N x 56,1

1A
M

VO : Volume de KOH versé pour titrer le blanc (mL)

V : Volume de KOH nécessaire a la neutralisation des acides gras libres (mL)
N : Normalité de KOH

M : Masse de I'échantillon

A partir de l'indice d’acide, nous pouvons calculer I'acidité qui représente le pourcentage

d’acides gras libres exprimé en pourcentage d’acide oléique (masse molaire 282 g).

Acidité (% acide oléi —IAX282><100— 14
ale(oaaeoelque)—T’1 = 155

3.3.5 Indice de peroxyde (AOAC, norme 965.33, 1997)

L’indice de peroxyde (IP) correspond a la quantité d’oxygene actif du peroxyde contenu dans
1 kg de matiere grasse. Il s’agit d’'une réaction entre une solution d’iodure de potassium et la
matiére grasse dissoute dans le chloroforme, I'iode libéré en milieu acide sera titré par une
solution de thiosulfate de sodium.

Un mélange acide acétique - chloroforme (3-2, v/v; 30 mL) est additionné a un échantillon
de 1 a5 g afin de solubiliser la matiére grasse. On ajoute 0,5 mL d’une solution de Kl saturée
(1 g/mL d’eau distillée). Aprés agitation (1 min) et repos a I'abri de la lumiére, 30 mL d’eau
distillée sont ajoutés ainsi que quelques gouttes d’empois d’amidon. L'iode libéré est titré
sous agitation (vigoureuse) avec la solution de thiosulfate de sodium 0,02 N. Un essai a blanc
est effectué sans matiéere grasse. Le résultat est exprimé comme suit :

(V—=V0)x N x 1000
B M
VO : Volume de thiosulfate de sodium versé pour titrer le blanc (mL)
V : Volume de thiosulfate de sodium nécessaire a la neutralisation des acides gras libres (mL)

N : Normalité de thiosulfate de sodium
M : Masse de I’échantillon

IP

3.3.6 Indice de saponification (AOAC, norme 920.160, 1997)

L'indice de saponification représente la masse de KOH en mg nécessaire pour neutraliser en
premier lieu I'acidité libre et saponifier a chaud les esters de 1 g de lipide.

L'indice de saponification (IS) est un indicateur de la quantité d'acides gras totaux contenus

dans une huile. Dans un erlenmeyer, 50 mL de KOH (40 g/L d'éthanol) sont additionnés a 1-5
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g de matiere grasse portée a ébullition pendant 30 min. Parallelement, un test témoin est
effectué en titrant 50 mL de KOH par HCI 0,5 N en présence de phénolphtaléine. Une fois
refroidis, les échantillons de matiere grasse portés a ébullition sont titrés par HCl apres avoir
rajouté de la phénolphtaléine. L'indice de saponification est calculé selon I'équation

suivante :

_ (V0-V) x 561 x N

I
S M

VO : Volume de HCl versé pour titrer le blanc (mL)

V : Volume de HCl nécessaire au dosage du KOH restant (mL)
N : Normalité de HCI

M : Masse de I’échantillon

3.3.7 Régiodistribution
Nous avons déterminé la nature des acides gras positionnés en sn-1 et en sn-2 au niveau de
deux classes de phospholipides ; PC et PE de la lécithine de saumon (Salmo salar). Cette

étude a été menée en comparaison avec les PC et PE du Krill (Euphausia superba).
3.3.7.1 Purification des lipides polaires

La lécithine marine provient de I’hydrolyse enzymatique des tétes de saumon suivie d’'une
purification en utilisant la méthode de Folch et al. (1957). L’huile de Krill provient de
capsules d’'un complément alimentaire vendu en pharmacie (Oémine Krill, NKO) (Figure 3:2).
Les lipides polaires sont purifiés, a partir des échantillons de lécithine de saumon et d’huile

de Krill, sur une colonne de silice selon la méthode détaillée dans le paragraphe (1.3.5

Séparation des différentes fractions lipidiques sur couche de silice) (Sautot et al., 2011).

[

Figure 3:2 Photo de colonnes de silice permettant de séparer les classes lipidiques
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3.3.7.2 Séparation des PC/PE par chromatographie sur couche mince (CCM)

Les deux classes lipidiques (PC et PE) ont été séparées a partir des lipides polaires en utilisant
une plaque de silice (20 cm x 20 cm x 2 mm ; Silicagel 60, Merck, Allemagne), préalablement
activée. La CCM est une technique de séparation unidimensionnelle et semi-préparative,
permettant de séparer et de récupérer les phospholipides en utilisant des solvants d’élution
spécifiques. Dans notre cas, nous allons séparer et récupérer les différents lipides polaires en
utilisant un solvant d’élution polaire (chloroforme, méthanol et ammoniaque ; 65:35:5;
v/v/v).
Les phospholipides récupérés a partir de la purification sur colonne de silice (100 mg), sont
préalablement dissous dans un mélange de chloroforme/méthanol (2/1; v/v). lls sont
ensuite déposés, a I'aide d’'une micro-seringue, sous un flux d’azote sur la plaque de silice.
Apres migration, la plaque de silice est séchée sous azote et les différentes fractions de
phospholipides séparées sont révélées a I'aide de la 2,7 dichlorofluorescéine, préparée dans
une solution d’éthanol (0,5%), sous une lampe UV (270 nm). Les fractions PC et PE ont été
identifiées a I'aide des standards suivants :

- Phosphatidyléthanolamine de cerveau caprin (Sigma)

- Phosphatidylcholine de jaune d’ceuf (Sigma)
La silice correspondant aux bandes identifiées comme PC et PE est grattée et lavée 3 fois par
10 mL d’un mélange de solvants chloroforme/méthanol (2 :1, v/v). Aprés une centrifugation
a 2500 g pendant 15 min, on réunit les fractions organiques que I'on évapore sous azote

pour récupérer les deux phospholipides (PC et PE).
3.3.7.3 Réaction enzymatique

La régiodistribution des acides gras estérifiés sur les phospholipides, isolés préalablement
par CCM est déterminée en utilisant la phospholipase A, (Naja Mossambica), en accord avec
le protocole établi par I'équipe de Yoshida et ses collaborateurs (Yoshida et al., 2001;
Yoshida et al., 2009a; Yoshida et al., 2009b). Aprés avoir récupéré les phospholipides séparés
par CCM dans un erlenmeyer a vis de 20 mL, on évapore le chloroforme/méthanol (2:1 v/v)
sous azote. Un aliquot de 3 a 7 mg de phospholipide (PC ou PE) est suspendu dans 0,5 mL de
tampon phosphate (0,2 M ; pH = 7,5) contenant 0,01 M de CaCl,. A cette suspension, 5 mg
de phospholipase A, et 10 mL de diéthyl éther sont rajoutés. Le milieu réactionnel est incubé

a 28°C pendant 8h sous agitation (350 rpm) et sous azote. La réaction enzymatique est
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quasi-compléte (98%) apres cette durée d’incubation. Ceci a été vérifié par des expériences
préliminaires effectuées sur des standards de phospholipides (1-palmitoyl-2-oleoyl L-3-
phosphatidylcholine) (Yoshida et al., 2001). Une fois la réaction terminée, le diéthyl éther est
évaporé sous azote puis I"échantillon est resolubilisé dans du chloroforme/méthanol (2:1

v/Vv) sous azote.

3.3.7.3.1 Chromatographie sur couche mince

L’échantillon est ensuite déposé sur CCM pour séparer les fractions d’acides gras libres et de
lysophospholipides. L’acide docosahexaénoique (DHA ; sigma) libre est utilisé en tant que
standard pour récupérer la bande d’acides gras libres. On fait migrer les fractions lipidiques
sur la CCM dans un mélange de chloroforme/méthanol/eau distillée (65:25:4 v/v/v). Apres
migration, la plaque de silice est séchée sous azote et les deux fractions séparées sont
révélées a I'aide de la 2,7 dichlorofluorescéine, préparée dans une solution d’éthanol (0,5%),
sous une lampe UV (270 nm). Les bandes de silice correspondant aux acides gras libres et
aux lysophospholipides sont grattées dans des falcons puis lavées avec du
chloroforme/méthanol (2:1 v/v) deux fois puis une fois avec de I’hexane/diéthyl éther (80:20
v/v). Aprés chaque lavage, la silice est centrifugée (15 minutes a 2500 g) pour récupérer le
surnageant qui est ensuite évaporé a I'aide d’un évaporateur rotatif. Les échantillons sont
finalement repris, a partir des ballons, dans des tubes a vis pour I'analyse des acides gras
dans un petit volume de chloroforme/méthanol (2:1 v/v) qui sera évaporé par la suite sous
flux d’azote.

Les acides gras ont été analysés par la méthode de Morrison & Smith (Morrison and Smith,

1964) (Voir le paragraphe 1.3.1.1).
3.3.7.4 Analyse par LC-MS

3.3.7.4.1 Conditions chromatographiques

Le systéeme HPLC Surveyor a été utilisé. Les phospholipides (PC/PE) sont séparés sur une
colonne LiChrospher® 100 Diol, 250 X 2.0 mm (5 um) (Merck, Germany) selon la méthode
décrite par Hvattum et ses collaborateurs (Hvattum et al., 2000). La phase mobile utilisée
pour la séparation des différentes fractions de phospholipides est constituée de chloroforme
(phase mobile A) et de méthanol avec 0,1% (v/v) d’acide formique, d’ammoniaque

(permettant d’ajuster le pH a 5,3 env. 0,05% v/v) et 0,05% (v/v) de triéthylamine (phase
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mobile B). La séparation a été effectuée en utilisant un gradient des deux phases mobiles a
différents pourcentages :

- 95% phase mobile A et 5% phase mobile B (11 min)

- 70% phase mobile A et 30% phase mobile B (3 min)

- 20% phase mobile A et 80% phase mobile B (4 min)

- 95% phase mobile A et 5% phase mobile B (7 min)

Le débit est fixé a 0,2 mL/min et la température dans la colonne a 30°C.

3.3.7.4.2 Spectrométrie de masse

Le systeme HPLC-MS est constitué d’une chaine LC Surveyor et d’un spectromeétre de masse
a trappe ionique linéaire LTQ-MS (Thermo Electron Corporation, USA). L'ionisation est
réalisée en mode électrospray ESI négatif. La température du capillaire MS est réglée a
230°C; un voltage de -5 kV est appliqué sur I'aiguille de la sonde. Les débits de gaz source
sheath, auxilliary et sweep sont réglés respectivement a 40, 5, 5 (unité arbitraire). Le voltage
du capillaire était fixé a -36 V et celui du tube lens a -132 V.

Les données sont traitées avec le logiciel Xcalibur (version 2.1). La fragmentation des
especes est réalisée par application, dans la trappe, d’une énergie de collision normalise de
35%.

Le réglage MS a été optimisé en utilisant des composés standards en solution. Le Full
scan présente la distribution de masses entre 500 et 2000 m/z.

3.3.8 Suivi de 'oxydation des lipides totaux par spectroscopie infrarouge

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) est une méthode d’analyse
rapide et fiable, permettant de caractériser les différents échantillons d’huiles en donnant
des informations d’une part, sur la structure et les groupements fonctionnels des lipides et
d’autre part sur la présence éventuelle d’impuretés (Shahidi and Wanasundara, 2002). Cette
technique repose, en effet, sur le principe de mesure des vibrations des liaisons moléculaires
qui résultent de I'exposition de I’échantillon a un rayonnement électromagnétique
infrarouge. En traversant I'échantillon, le faisceau conduit a une élongation ou a une
déformation des molécules qui se traduisent par un phénomeéne de vibration. Lorsque la
fréquence d’oscillation d’une liaison atomique est égale a celle de 'onde émise a partir de la
source, les liaisons moléculaires absorbent cette énergie ce qui conduit a I'apparition de
bandes spectrales. Ainsi les différentes bandes ou épaulements d’un spectre infrarouge
d’huiles alimentaires ont été identifiés et classés (Tableau 3:3).
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Tableau 3:3 Fréquences des bandes (b) ou des épaulements (e) dans un spectre infra-rouge d’une
huile alimentaire, avec le groupe fonctionnel, le mode de vibration et I'intensité (Guillén and Cabo,

1997)

Numéro Fr(:g;(-elr)\ce Groupe fonctionnel Mode de vibration Intensité
1 3468 (b) —C=0 (ester) Harmonique Faible
2 3025 (e) =C-H (trans-) Elongation Tres faible
3 3006 (b) =C—H (cis-) Elongation Moyenne
4 2953 (e) —C—H (CH3) Elongation (antisymétrique) Moyenne
5 2924 (b) —C—H (CH,) Elongation (antisymétrique) Tres forte
6 2853 (b) —C—H (CH,) Elongation (symétrique) Trés forte
7 2730 (b) —C=0 (ester) Résonance Fermi Tres faible
8 2677 (b) —C=0 (ester) Résonance Fermi Tres faible
9 1746 (b) —C=0 (ester) Elongation Tres forte
10 1711 (e) —C=0 (acid) Elongation Tres faible
11 1654 (b) —C=C- (cis-) Elongation Tres faible
12 1648 (b) —C=C- (cis-) Elongation Tres faible
13 1465 (b) —C—H (CH,, CH3) Déformation (cisaillement) Moyenne
14 1418 (b) =C—H (cis-) Déformation (rotation plane) Faible
15 1400 (b) Déformation Faible
16 1377 (b) —C—H (CH3) Déformation (symétrique) Moyenne
17 1319 (b,e) Déformation Tres faible
18 1238 (b) —C-0, —CH,— Elongation, déformation Moyenne
19 1163 (b) —C-0, —CH,— Elongation, déformation Forte
20 1118 (b) -C-0 Elongation Moyenne
21 1097 (b) -C-0 Elongation Moyenne
22 1033 (e) -C-0 Elongation Trés faible
23 968 (b) —HC=CH- (trans-) Déformation hors du plan Faible
24 914 (b) —HC=CH- (trans-) Déformation hors du plan Tres faible
25 723 (b) —(CH,),—,—HC=CH—(cis-) Déformation (rotation plane) Moyenne

Une quantité de 40 plL des différents échantillons est déposée a température ambiante dans
une cellule optique, A537-L11 ATR (Réflexion Totale Atténuée), du spectrometre Tensor 27
mid-FTIR Briker (Briker, Karlsruhe, Allemagne) qui est équipé d’un détecteur de type DTGS
(Mercure-Cadmium-Tellure, Bruker, Karlsruhe, Allemagne). Pour chaque mesure, 256 scans
ont été effectués a la fois pour la référence qui est I'air et I’échantillon. Le spectre obtenu
varie entre 4000 et 700 cm™* avec une résolution spectrale de 2 cm™. Le diaphragme est réglé
a4 mm et la vitesse de balayage a 10 kHz.

Le CO, atmosphérique influence parfois I'allure du spectre, dans ce cas, on effectue une
correction qui permet d’ignorer la présence de CO,. Le traitement ultérieur des résultats
obtenus est effectué par le logiciel OPUS (Briker, Wissembourg, France).

3.4 Analyse physicochimique de la partie peptidique

Apres extraction de la partie lipidique avec la méthode de Folch et al., (1957), la partie

peptidique est donc récupérée puis séchée sous hotte aspirante pendant une nuit afin
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d’éliminer les résidus de solvant. Les peptides sont ensuite caractérisés par différentes
techniques physicochimiques.

3.4.1 Détermination de la distribution de taille des peptides

La distribution de taille des peptides de I'hydrolysat protéique des tétes de saumon est
déterminée par diffusion statique de la lumiére en utilisant un granulomeétre Malvern
Mastersiser S (Malvern Instruments Ltd, UK). L'appareil comporte un laser de type He/Ne
(Puissance = 5 mW ; Longueur d’onde = 632,8 nm). Le principe de I'appareil est de définir la
taille des particules en se basant sur l'intensité lumineuse diffusée par les particules et
récupérée par 42 photodiodes localisées a différents angles.

Plus la taille de la particule est grande, plus la lumiére déviée est importante et plus I'angle
de déviation est petit. Les résultats sont analysés a I'aide du logiciel d’acquisition et de
traitement Malvern (Sizer Sv2.17). L’échantillon est solubilisé dans I’eau ultra pure a raison
de 0,5%. La répartition de la taille est mesurée en fonction de la distribution volumique des
particules.

3.4.2 Détermination de la taille des peptides en SDS-PAGE

Nous avons utilisé I'électrophorése de protéines en tampon tricine dans le but de
déterminer le poids moléculaire des peptides constituant le CPLP selon le protocole décrit
par Schagger (2006). Le Tris HcL (1 M, pH = 8,45) et le Tris Tricine (1 M, pH = 8,25) ont été
utilisés pour la préparation des différents tampons. Les gels de concentration et de
séparation a 40% d’acrylamide sont préparés et coulés sur les plagues en verre. Le champ
électrique appliqué est de 30 V quand I’échantillon est dans le gel de concentration, 190 V
qguand I’échantillon atteint le gel de séparation et 230 V en fin de migration (Schagger,
2006).

Le CPLP est préparé a 0,5% dans I'’eau distillée, puis centrifugé pendant 5 min a 10 000 rpm.
10 plL de surnageant de CPLP sont mélangés avec 10 uL de tampon de dénaturation. Le
mélange est chauffé a 98°C pendant 10 min. I’échantillon est déposé entre 10 et 25 L selon
la concentration de I’échantillon en protéine. Nous avons testé 4 lots différents de CPLP (Lot
190110, Lot 2006, Lot 9173 et un Lot de 2007). Pour la révélation des bandes, les gels sont
placés 15 min dans le tampon de fixation (250 mL d’isopropanol, 100 mL d’acide acétique et
650 mL d’eau), jusqu’a palissement du bleu de bromophénol et ensuite dans le tampon de

coloration (100 mL d’acide acétique, 900 mL d’eau et 60 mg de bleu de Coomassie) pendant
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une nuit. Les gels sont décolorés dans une solution contenant 100 mL d’acide acétique et
900 mL d’eau.

3.4.3 Dosage des acides aminés

Les acides aminés du CPLP ont été déterminés par chromatographie liquide a haute
performance (HPLC) en phase inverse équipée d’une colonne de type PTC RP-18 de longueur
22 cm, et 2,1 mm de diametre interne (Applied Biosystems, Applera Corp, Fosters City, CA,
USA). Un échantillon d’hydrolysat peptidique (0,8 g/L) a été solubilisé dans de I'eau osmosée
et filtrée sur un filtre Milipore (0,22 um). Les échantillons sont hydrolysés sous vide a 150°C
pendant 60 minutes dans une station Pico-Tag (Waters, Milford, MA, USA) en présence de
HCl 6 N a 1% de phénol. lls sont ensuite repris dans de I'eau ultra pure et dérivés
automatiquement selon la méthode d’Edman grace a un auto dérivatiseur-analyseur-420 a
(Applied Biosystems, Applera Corp, Foster City, CA, USA).

Les dérivés d’acides aminés sous forme de phényl-isothiocyanates (PITC) sont séparés par un
tampon A (acétate de sodium 45 mM a pH 5,9) et un tampon B (30% acétate de sodium 105
mM, pH 4,6 ; 70% acétonitrile) sous gradient d’élution. La détection est fixée a 254 nm et la
durée totale de I'analyse est de 31 minutes. L’acquisition et I'exploitation des résultats sont
réalisées en utilisant le logiciel Model 600 Data Analysis System (Applied Biosystems,
Applera Corp, Foster City, CA, USA). Cette analyse a été réalisée dans le laboratoire Sciences

et Techniques Biologiques de l'université Henri Poincaré.

3.4.4 Protéomique: Analyse de I'hydrolysat peptidique de saumon par nano-LC-LTQ-
Orbitrap-XL
Les analyses de protéomique ont été réalisées en partenariat avec le laboratoire Innova

Protéomic.
3.4.4.1 Préparation de I'échantillon

Une fraction du lyophilisat (10 mg) est reprise par 1 mL d'eau ultrapure (milliQ, Millipore).
Aprés une incubation de 15 min a température ambiante et sous agitation (vortex),
I'échantillon est centrifugé a 15000 g pendant 10 min a température ambiante. Un culot
important est présent. La concentration en peptide/protéine du surnageant est estimée par

dosage BCA (Bicinchoninic Assay, Sigma-Aldricht). L'échantillon est conservé a 4°C.

121



Matériels et méthodes

3.4.4.2 Spectrométrie de masse et analyse des données

L'échantillon peptidique est analysé par nanolLC-LTQ-Orbitrap-XL : nanoLC Ultimate 3000
(Dionex) couplée a un spectrométre de masse hybride LTQ-Orbitrap-XL (Thermo Scientific).
L'analyse des données brutes est effectuée sur le logiciel Proteome Discoverer 1.2 (Thermo
Scientific) et les moteurs de recherche : Mascot (version 2.2.07, Matrix Sciences) et Peaks

Studio (version 4.5, BSI).

3.4.4.2.1 Méthode de séparation par nanolLC
Appareil utilisé : nanoLC Ultimate 3000 (Dionex)
Pré-colonne : C18 PepMap300, 5 pm, 300 A /300 pm i.d. x 5 mm
Colonne : C18 PepMap100, 3 um, 100 A / 75 um i.d. x 150 mm
Gradient : Solvant A : eau / acide formique (100/0,05 ; v/v) / Solvant B : acétonitrile / acide
formique (100/0,05 ; v/v)

Etape 1:0-60 min:2%-25% de B

Etape 2 : 60 — 85 min : 25% - 50% de B

Etape 3 :85—105 min : 50% - 90% de B

Etape 4 : 105 - 120 min : 90% de B

Etape 5:120—-127 min : 90% - 2% de B

Etape 6:127 — 140 min : 2% de B
Débit : 250 nL/min ; Température : 30°C
Détection UV : 214 nm

Volume d’échantillon injecté : 10 pL

3.4.4.2.2 Méthode d'analyse LC-MS/MS

L'acquisition des spectres de masse avec le systéme Orbitrap est effectué avec la résolution
de 60000 (a la masse 400 m/z). Les dix peptides (au maximum) les plus intenses sont
automatiquement sélectionnés pour une analyse en paralléle par CID (MS/MS, Collision-
Induced Dissociation) dans la trappe d'ions linéaire (LTQ). L'ionisation de type Electrospray
(ESI) est réalisée avec une tension de 1,5 kV dans la source nanoelectrospray (couplage
direct nanoLC/trappe d'ion). La température du tube de transfert d'ions est réglée a 200°C.
Un scan MS dans I'Orbitrap nécessite I'accumulation de 1000000 ions tandis que les scans
MS et MS/MS dans la trappe LTQ nécessite I'accumulation de 10000 ions. Le seuil de

déclenchement de la fragmentation MS/MS (LTQ) est fixé a 2000 (délai d'activation de 30
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ms), afin d'éviter une fragmentation trop précoce au cours de I'élution des peptides. Les
peptides sélectionnés sont exclus de maniére dynamique durant 60 s avec une tolérance de
masse de + 10 ppm. Le temps d'analyse maximal est fixé a 500 ms et 300 ms pour
respectivement les scans MS et MS/MS. Dans la premiére analyse (injection 35_01_01), les
précurseurs monochargés sont rejetés et la gamme de masse prise en charge s'établit a 300-
2000 m/z. Dans la deuxieme analyse (injection 35_01_02), les précurseurs monochargés ne

sont pas rejetés et la gamme de masse prise en charge s'établit a 100-2000 m/z.

3.4.4.2.3 Méthode de traitement des données et liste d'exclusion

Le logiciel Proteome Discoverer (version 1.2.0.208, Thermo Scientific) permet d'exporter les
données brutes (format raw) en format exploitable par les moteurs de recherche Mascot et
Peaks Studio (format mgf).

1% analyse : Elle est dédiée a I'identification de protéines (gamme de masse des précurseurs
: 350-10000 m/z).

2°™ analyse : Elle est dédiée a la caractérisation qualitative de I'échantillon (gamme de
masse des précurseurs : 100-10000 m/z).

Les logiciels Mascot et Peaks Studio ont été utilisés pour l'identification des protéines a

partir des séquences peptidiques retenues.

3.5 Etude de I'effet du CPLP et de ses composants lipidiques et peptidiques sur
I’anxiété et le statut oxydant des neurones

3.5.1 Obijectifs et planification des manipulations

L'objectif de cette étude est d’évaluer en premier lieu I'effet anxiolytique du CPLP et de ses
différentes fractions lipidiques et peptidiques sur le modéle animal, souris (n = 10). Il s’agit
en second lieu d’évaluer le statut oxydatif des neurones (in vitro) chez les mémes souris
alimentées. L'étude in vivo est basée sur la réalisation de tests comportementaux a JO, J7 et
J14. Un test différent est réalisé a JO, J7 et J14 pour évaluer I'effet du traitement sur I'anxiété
et ceci afin d’éviter tout phénoméne d’accoutumance de I'animal, qui risquerait de biaiser
les résultats. Durant cette période de 14 jours les animaux sont gavés quotidiennement
selon le régime de gavage qui leur est associé. En effet, 14 jours de traitements chez la souris
correspondent a 3 a 6 mois de traitement chez ’'homme. L'étude in vitro se réalise en deux

temps ; I'évaluation du niveau oxydatif endogéne des neurones chez les souris témoins et
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traitées. En second temps, les neurones sont exposés a un stress oxydant croissant causé par
addition de peroxyde d’hydrogéne (H,0,) considéré comme un neurotoxique. L’ajout d’une
concentration croissante de ce dernier permet d’évaluer a la fois, la capacité de résistance
des cellules et la présence ou non d’une cytoprotection apportée par les différents
traitements.

Les traitements sont effectués a deux doses différentes afin de mettre en évidence un effet-
dose dépendant du traitement.

3.5.2 Les différentes doses

Le choix de la dose de CPLP a administrer a été déterminé par des études cliniques ayant
précédé la mise en production du Vectomega®. Cette dose est celle a partir de laquelle des
effets significatifs sur la concentration, la mémoire, le sommeil, le tonus et I'impulsivité ont
été observés. Ainsi nous avons testé deux doses différentes:

Dose 1: la dose simple (10 mg/kg/Jr), celle prescrite dans le cadre de l'utilisation du
Vectomega®.

Dose 2 : le double de la dose prescrite, dose a laquelle I'étude épidémiologique, a I'origine
du projet, a montré des effets sur I'anxiété, les symptomes des personnes atteintes d’hyper
activité (TDAH) et de tremblements (MP).

Calcul des deux doses :

Dose 1 : Le calcul de la dose administrée se base sur sa consommation journaliere de CPLP
par une personne de poids moyen (60 kg). Ainsi, 10 mg/kg/Ir représentent I’équivalent de
123 mg/kg chez la souris. Cette dose est calculée a partir d’un coefficient de 12,3 (Food and
Drug Administration, 2005) soit 600 x 12,3 = 7380 mg/60 kg de souris soit 123 mg/kg de
souris. Le volume d’administration par kilo de souris est de 10 mL. De maniere générale, les
souris pésent 40 g, de ce fait il leur sera administré en moyenne 0,4 ml de solution. Ainsi la
solution de gavage de CPLP sera composée de 123mg de CPLP/kg/10 mL d’eau distillée, la
solution de gavage de lipides, constitutifs a 70% du CPLP, sera composée de 36,9 mg de
lipides/kg/10 ml d’eau distillée. La solution de gavage d’hydrolysat, constitutif a 30% du CPLP
sera composée de 86,1 mg de lipides/kg/10 mL d’eau distillée.

Dose 2 : Les calculs sont identiques, nous avons doublé les doses des trois solutions, soit :
246 mg de CPLP/kg/10 mL d’eau distillée, 73,8 mg de lipides/kg/10 mL d’eau distillée et
172,2 mg d’hydrolysat/kg/10 mL d’eau distillée.
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3.5.3 Les différents régimes de traitement

Le but des manipulations étant de mettre en évidence la fraction du CPLP qui aurait un effet
anxiolytique. Les souris sont alimentées avec différents régimes :

Régime 1 : phase lipidique (contenant 80% de phospholipides et 20% de triacylglycérols)
Régime 2 : hydrolysat peptidique (protéines, peptides et acides aminés)

Régime 3 : le complexe phospholipopeptidique

Régime 4 : le témoin eau (phase continue de tous les régimes)

Les régimes 1, 2 et 3 seront solubilisés (pour les régimes 2 et 3) ou émulsionnés par
sonication (2 mina 40 KHz : 1s marche, 1s arrét) (régime 1) dans une phase continue
aqueuse.

3.5.4 Animaux et conditions d’hébergement

Les souris utilisées pour réaliser ces manipulations sont des souris Swiss Albinos males de
souche OF1, agées de 9 semaines a la réception. Le choix du sexe des souris utilisées se
justifie par I'absence de cycles hormonaux qui pourraient biaiser les résultats de I’'étude sur
I'anxiété. Elles proviennent du centre d’élevage francais Charles River. Les souris sont
placées dés réception dans des cages standard individuelles, la période d’acclimatation dure
une semaine. Durant cette période, les souris ont un acces libre a I’eau et a la nourriture.
Pendant toute la durée des manipulations I'animalerie est gardée a température constante
(22 + 2°C) et exposée a un cycle de lumiére/obscurité de 12h/12h (Figure 3:3). Les tests ont
lieu dans une piece d’expérimentation et sont en accord avec les directives du Conseil de la

Communauté Européenne du 24 novembre 1986 (86/809/EEC).
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Figure 3:3 Hébergement des souris dans I'animalerie

3.5.5 Etudes comportementales
3.5.5.1 Le labyrinthe en croix surélevé

Ce test présente un caractére contraignant et anxiogéne, imposé a la souris qui ne peut s’y
soustraire. On induit une exploration forcée dans laquelle I'animal va expérimenter des
comportements d’anxiété liés a la nouveauté du milieu et a la présence du vide (Belzung and
Le Pape, 1994; Lister, 1990). Les molécules utilisées dans ce test peuvent conduire soit a une
aggravation du comportement d’anxiété, ce qui met en évidence un caractére anxiogene du
traitement, soit une réduction voir une inhibition des comportements d’anxiété, ce qui

traduit un caractere anxiolytique du traitement.

3.5.5.1.1 Dispositif expérimental
Le labyrinthe est fabriqué en PVC noir (Figure 3:4). Il est élevé a une hauteur de 50 cm et
comprend deux bras « ouverts » (30 x 5 cm) et deux bras « fermés » (30 x5 x 15 cm), les bras

de méme type se faisant face et étant tous reliés par une plateforme centrale (5 x 5 cm).

Bras ouverts

Bras fermés
Figure 3:4 Photo du labyrinthe en croix
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3.5.5.1.2 Protocole expérimental
Ce test est réalisé a JO. L'animal est placé sur la plateforme centrale, la téte dirigée vers les
bras fermés. On compte:
- Le nombre total d’entrées dans les bras ouverts (milieu anxiogéne)
- Le nombre total d’entrées dans les bras fermés (milieu sécurisant)
- Le temps de latence qui représente la durée au bout de laquelle I'animal entre pour
la premiere fois dans les bras ouverts
- Le temps cumulé passé dans les bras ouverts pendant 3 minutes.
Les résultats sont exprimés en nombre d’entrées dans les bras fermés, en temps de
latence, en pourcentage d’entrée dans les bras ouverts et en pourcentage de temps
passé dans les bras ouverts. Une entrée est comptée quand les 4 pattes de I'animal ont
franchi le seuil du bras. A J14 le gavage sera effectué une heure avant la réalisation du
test.
Plus le temps de latence et le nombre de tentatives sont élevés, plus la souris est anxieuse.
Inversement, plus le pourcentage de temps cumulé passé et le pourcentage d’entrée dans
les bras ouverts sont élevés, moins les souris sont anxieuses. Le nombre d’entrées dans les

bras fermés est un indicateur secondaire de I’activité locomotrice.
3.5.5.2 Laplanche a trous

Le test de la planche a trous permet d’évaluer le potentiel anxiolytique d’une molécule a
I'aide de ses zones anxiogénes qui sont la présence d’un milieu inconnu, I'absence de parois
et la hauteur de la planche (Van Gaalen and Steckler, 2000). L’anxiété est inversement
proportionnelle aux nombres de trous explorés. Toutefois une étude de Bilkei-Gorzo &
Gyertyan (1996) précise que cette relation n’est valable que dans le cas d’un éclairage
modéré. Dans le cas d’un éclairage important I'exploration des trous ne représente plus la
capacité exploratrice de I’'animal mais un moyen d’échapper au milieu aversif auquel il est

confronté (Bilkei-Gorzo and Gyertyan, 1996).

3.5.5.2.1 Dispositif expérimental
Le test est constitué d'une planche en bois carrée de 45 x 45 cm, percée de 16 trous de 3 cm
de diametre (Figure 3:5). Cette planche est maintenue a 1 m dessus du sol et le test est

réalisé sous lumiere rouge de faible intensité.
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Figure 3:5 Test de la planche a trous (hole board test)

3.5.5.2.2 Protocole expérimental

Le test dure 3 min en totalité. La souris est placée au centre de la planche et le
comportement explorateur naturel de la souris est évalué en comptant le nombre de trous
explorés, le temps passé dans la zone périphérique, médium et centrale. Un trou est dit

« exploré » lorsque les deux yeux de I'animal ne sont plus visibles.
3.5.5.3 La chambre clair/obscure

Le test de la chambre clair/obscure est un test classique de comportement basé sur la
tendance naturelle des souris a fuir une exposition a la lumiére et a s’échapper d’un

environnement nouveau lorsqu’il y est introduit de force (Misslin et al., 1989).

3.5.5.3.1 Dispositif expérimental

La chambre claire/obscure (CCO) est composée de deux compartiments, un clair (CC) et un
obscur (CO) (ratio de surface 3/2), divisé en 15 carrés de 9 x 9 cm (Figure 3:6). Le CO (27 x 18
X 29 cm) est éclairé par une lumiere faible rouge (80 - 90 lux) et divisé en six carrés. Le CC (27
X 27 x 29 cm) est éclairé par une lumiére blanche (390-400 lux) et divisé en neuf carrés. Les
deux compartiments sont reliés par une porte de 7 cm sur 7 cm. Le test a été mené en
accord avec les directives du Conseil de la Communauté Européenne du 24 novembre 1986

(86/809/EEC).
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Chambre Chambre

claire obscure

Figure 3:6 Photo de la chambre claire/obscure

3.5.5.3.2 Protocole expérimental

Ce test est réalisé a J14. L'animal est placé, tout d’abord, dans le compartiment éclairé, la
téte orientée vers la porte en direction du compartiment sombre pendant 3 minutes. Le
temps cumulé passé dans le compartiment clair, le nombre d’entrées dans le compartiment
clair et le temps de latence sont enregistrés aprés sa premiere entrée dans le compartiment
sombre. Plus le temps de latence et le nombre de tentatives sont élevés, plus la souris est
anxieuse. Inversement, plus le pourcentage de temps cumulé passé et le pourcentage

d’entrée dans la chambre claire sont élevés, moins les souris sont anxieuses.
3.5.5.4 L'Openfield

Les effets d’une substance sur I'anxiété de I’'animal sont validés et considérés comme
anxiolytiques s’ils ne produisent pas de modification de I'activité motrice générale (Wang et
al., 2007b). Le test de I'Openfield peut évaluer toutes modifications de la motricité des
souris. Ce test est basé sur la tendance naturelle des animaux a explorer et a adopter une
position préventive face a d’éventuels dangers. L'animal a donc tendance a passer plus de

temps le long des parois avec lesquelles il reste en contact par le biais de ses vibrisses.

3.5.5.4.1 Dispositif expérimental

L'Openfield est un espace circulaire constitué d’un plateau blanc quadrillé de 36 cases
délimitant une zone périphérique, médium et centrale et d’une paroi circulaire noire qui
cache l'observateur de la vue de I'animal. L'éclairage est homogéne en tout point de

I’Openfield (Figure 3:7).
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Figure 3:7 Le dispositif de I’Openfield

3.5.5.4.2 Protocole expérimental
L'animal est placé en périphérie, la téte vers la paroi, il peut explorer librement |'espace

circulaire. Le nombre de redressements et le nombre total de cases parcourues (zone

périphérique, médium et centrale (Figure 3:8) sont évalués pendant 5 minutes.

® L)

Zone périphérique Zone medium Zone centrale

Figure 3:8 Positions de la souris dans différentes zones du dispositif de I’Openfield

Apreés chacun des tests décrits ci-dessus, le dispositif est nettoyé avec une solution d’éthanol
(10%) pour éliminer toutes traces de passage des animaux précédents.

Afin d’évaluer le potentiel anxiolytique des différentes fractions, des souris (n=3) gavées
avec du valium (anxiolytique de référence) ont été confrontées aux mémes tests. Leur
comportement sera comparé a celui des autres souris traitées afin de valider ou non le
caractere anxiolytique de I'un des régimes.

3.5.6 Evaluation de I'effet du CPLP sur le statut oxydatif des neurones par cytométrie en

flux
3.5.6.1 Principe de la cytométrie en flux

La cytométrie en flux est une technique qui permet d’étudier certaines caractéristiques de

particules isolées (cellules, bactéries, noyaux, mitochondries, chloroplastes, chromosomes,
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etc...). Les cellules sont injectées, apres séparation, au centre d'une veine liquide
indépendante et adoptent une position en file indienne. Le flux tombe a l'air libre et
rencontre un faisceau laser a 488 nm qui irradie toutes les cellules a raison de 1000 cellules
par seconde. Lors de leur irradiation les cellules diffusent une partie de la lumiére regue et
émettent une ou plusieurs lumiéeres de fluorescence selon les sondes fluorescentes qu’elles
portent. Les signaux lumineux captés aprés passage sur filtres optiques sont convertis en
signaux numériques et mémorisés dans un ordinateur en termes de données individuelles. Il
permet le groupement en sous population homogene des cellules a partir d’une population
hétérogene en quantifiant la taille (par le biais de la lumiéere réfléchie), la granulosité (par le
biais de la lumiere réfractée) et I'intensité de fluorescence. Chaque cellule est caractérisée
par un point selon les valeurs obtenues de SSC (granulosité) et de FSC (taille), rapportées
dans un graphique afin de dégager les différentes sous-populations de cellules détectées

(Figure 3:9).
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Figure 3:9 Image de réponses cellulaires obtenues a partir du spectromeétre en flux

3.5.6.2 Evaluation du statut oxydant des neurones

La cytofluorometrie permet d’analyser la fluorescence qu’émet chaque cellule irradiée en
cytométrie de flux. Cette fluorescence est utilisée comme quantificateur proportionnel des
espéces réactives d’oxygene (ROS) présentes dans les cellules analysées et permet d’évaluer
leur I'état oxydatif.

La sonde DCFH-DA (2'-7' diacetate dichlorofluoresceine) est une molécule non polaire
traversant les membranes cellulaires, qui a été utilisée dans cette étude pour évaluer le

statut oxydatif des neurones.
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Une fois dans le cytosol, le DCFH-DA est hydrolysé par une estérase en DCFH
(dichlorofluorescéine), qui est une molécule polaire et non fluorescente (Figure 3:10). Etant
oxydé par les ROS intracellulaires en DCF (2'-7" dichlorofluorescéine), le DCFH libére une
substance fortement fluorescente. La cytométrie de flux nous permet donc d’évaluer la
fluorescence émise a 530 nm par les neurones suite a I'excitation (488 nm) et ainsi estimer la

teneur en ROS.

Estérase

DCFH-DA DCFH

Laser a 488 nm

Figure 3:10 Représentation schématique d’une cellule et des réactions intracellulaires conduisant a
I’oxydation de DCFH en DCF, composé émetteur de fluorescence

3.5.6.3 Evaluation de [l'activité cytoprotectrice et antioxydante du CPLP et de ses

différentes fractions

Le peroxyde d’hydrogéne (H,0,) a été choisi pour induire le stress oxydant dans un milieu
extracellulaire. Pour évaluer I'activité cytoprotectrice et antioxydante des différents produits
de gavage, le statut redox intracellulaire des neurones de souris témoins (sans H,0,) a été
comparé avec des neurones mis en contact avec du H,0, provenant également de souris
témoin et de souris ayant recues les différents traitements. Les neurones sans stress oxydant
permettent d’évaluer le niveau endogene des ROS présents naturellement dans les cellules.
Les neurones témoins avec stress oxydant permettent, a leur tour, d’évaluer I'augmentation
des ROS induite par du H,0,. Les neurones de souris traitées puis soumis au stress oxydant
par du H,0, conduisent a I’évaluation du potentiel cytoprotecteur du traitement vis-a-vis de

I'attaque pro-oxydante des ROS induites par le H,0,.
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3.5.6.3.1 Protocole de I’évaluation cytoprotectrice du CPLP et de ses fractions face a
I'induction d’un stress oxydant

3.5.6.3.1.1 Extraction du cerveau et des neurones

Une fois les tests comportementaux effectués a J14, la souris est anesthésiée avec de
I’halothane puis sacrifiée par décapitation. Le cerveau est extrait aprés ouverture de la boite
cranienne et dégagement des structures solides. Il est ensuite introduit dans un eppendorf
contenant 0,5 mL de tampon PBS. Un potter (broyeur manuel) ayant la forme de I’eppendorf
est utilisé pour une déstructuration grossiére et préliminaire du cerveau (Figure 3:11). Afin
de dissocier les cellules neuronales (cellules gliales et neurones) du tissu conjonctif, 0,2% de
collagénase est ensuite ajouté, I'eppendorf est incubé a température ambiante pendant 30

min.

Collagénase m

Extraction Dissociation

Figure 3:11 Extraction du cerveau et dissociation des cellules du tissus conjonctif

Apreés digestion, le surnageant contenant la collagénase est éliminé. Le tampon est ajouté
avant étape de filtration sur microfiltre (@ 30 um). Le filtrat est lavé deux fois avec 2 ml du
tampon (1x PBS + EDTA 2mM + 0.5% BSA) par deux centrifugations successives.

Le culot obtenu est ensuite remis en suspension dans 80 pul de tampon, 20 pl de microbilles
CD90.2 y sont ajoutées. Ces microbilles métalliques (Miltenyi Biotech) possédent en surface
des anticorps monoclonaux spécifiques d’un type de cellules (les neurones dans notre cas).
L'ensemble est incubé a 4-8C pendant 15 minutes. Durant cette période, dite de
labellisation (ou marquage), les neurones se fixent spécifiguement aux microbilles. La
solution est ensuite lavée avec du tampon, par deux centrifugations successives, et remise

en suspension dans 500 pl de tampon.
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La séparation magnétique des cellules est effectuée selon la procédure MINIMACS MS
colonne : la solution passe a travers une colonne (préalablement humidifiée par passage de
500 ul de tampon) soumise a un champ magnétique et contenant elle-méme des billes
magnétiques. Les microbilles et les neurones sont retenus dans la colonne tandis que les
cellules gliales passent a travers. Les neurones sont éluées, apres interruption du champ
magnétique, par application d’'une pression manuelle a I'aide d’un poussoir.

3.5.6.3.1.2 Cytométrie en flux

Une fois les neurones purifiés, ils sont lavés deux fois avec 1 ml de tampon par deux
centrifugations successives. 5 ul de la sonde DCFH-DA et 1 ml de tampon sont ajoutés au
culot obtenu apres centrifugation. Les eppendorfs sont incubés a I'étuve a 37°C pendant 15
min. En fonction de la concentration désirée, 5 ul de H,0, sont ajoutés dans les différentes
solutions qui sont incubées une deuxieme fois a 37°C pendant 15 min. La solution est
finalement introduite dans le cytometre (FACScan, Becton Dickinson).

3.5.7 Analyses statistiques

Les données sont représentées par leur moyenne + ESM ou médiane (IQR). Toutes les
analyses statistiques ont été réalisées grace au logiciel Statview 4.5 et le seuil de
significativité est fixé a p<0,05. L'analyse des statistiques paramétriques a été menée par
analyse de la variance (ANOVA) suivi du test PLSD de Fisher lorsque le nombre de groupes
comparés est supérieur a deux. L’analyse statistique non paramétrique a été réalisée par le

test de Kruskal-Wallis suivi du test Mann-Whitney.

3.6 Formulation d’'un complément alimentaire a base de Coenzyme Qg

3.6.1 Etude de la solubilité du CoQ;o dans I’huile de saumon

Le test de solubilité a été effectué a 37°C. Un exces de CoQyq est ajouté a 1 mL d’huile sous
agitation (500 rpm) pendant 24h a 37°C (Nepal et al., 2010; Thanatuksorn, 2009). Le
mélange est ensuite centrifugé a 2000 g pendant 5 min pour précipiter le CoQig non
solubilisé. 5 pL de surnageant sont dilués dans 25 mL d’hexane, la densité optique est
relevée a 270 nm et 37°C en utilisant un spectrophotometre UV-Visible (UV-1605 Shimadzu).
Un aliquot de 5 pL d’huile de saumon diluée dans I'hexane est utilisé comme blanc. Le
maximum de solubilité de CoQgq est calculé a la fois en utilisant une gamme étalon et le

coefficient d’extinction molaire (¢ = 13,368 mol/L/cm).
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3.6.2 Préparation des différentes formulations contenant le CoQgo

L’émulsion préparée contient 30% de phase huileuse et 70% d’eau. Dans les 30% de la phase
huileuse, on retrouve 7% de lécithine de saumon et 23% d’huile de saumon ainsi que 545,5
mg de CoQp. Les composés sont mélangés a une température de 55°C. Aprés avoir été bien
vortexée, I'émulsion est mise sous agitation pendant 2h. La taille des gouttelettes
d’émulsion est diminuée par sonication pendant 2 min (1s marche, 1s arrét a 40 KHz). La
procédure de sonication est réalisée sous azote, dans un bain de la glace pour éviter
respectivement I'oxydation et le réchauffement de I'’émulsion. Les émulsions sont ensuite
homogénéisées a haute pression (Emulsiflex-C3-Sodexim S.A, France-1500 bars/5 cycles). La
formulation huileuse est composée des mémes proportions d’huile de saumon, de lécithine
et de CoQip que I"émulsion sans rajout d’eau distillée. La formulation Pharma Nord
(Formulation a 6% de CoQgo dissout dans I’huile de soja (30 mg/ 0,5 g) est utilisée en tant
gue témoin (Fu et al., 2009). Nous avons également préparé deux produits témoins ; la
formulation huileuse sans CoQgq et de I'eau distillée.

3.6.3 Taille des particules, mobilité électrophorétique et indice de polydispersité

Pour réaliser ces mesures, I'échantillon a été dilué 1 : 2000 fois sous faible agitation (5 min)
pour ne pas déstructurer les gouttelettes lipidiques. Cependant I’échantillon doit étre a
température ambiante puisque les mesures sont effectuées a 25°C. Les indices d’absorption

et de réfraction sont fixés respectivement a 0,01 et 1,471 (Belhaj et al., 2010).
3.6.3.1 Mesure de la distribution de tailles

La taille des gouttelettes des émulsions correspondant au diamétre moyen des nano-
émulsions est mesurée par la diffusion dynamique de la lumiére (angle de diffusion de 173°)
a l'aide du Zetasizer Nano ZS (HPPS 5001, Malvern Instruments, Angleterre). Cet appareil
permet de mesurer une gamme de taille variant de 0,6 nm a 6 um. Il est équipé d’un
faisceau laser de type He/Ne (puissance 4 mW) avec une longueur d’onde de 633 nm, d’un

détecteur photodiode a avalanche, d’'un photomultiplicateur et d’un corrélateur.
3.6.3.2 Mobilité électrophorétique

Les mesures de mobilité électrophorétique des particules ont été réalisées grace au méme
appareillage (Zetasizer nano ZS). L'appareil applique un champ électriqgue entre les deux
électrodes de la cellule de mesure (Electrophorése Laser Doppler (ELD)) ce qui provoque une
migration des particules vers I'une des électrodes en fonction de leurs charges. La vitesse
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des particules est ainsi évaluée par mesure de fluctuation ce qui permet d’obtenir la mobilité
électrophorétique en appliquant la théorie de Smoluchowski modifiée par Henry (Hunter,
1986) selon I'équation :

uWE =v/E

v : Vitesse des particules (um.s™)
E : Champ électrique appliqué par unité de longueur (V.cm™)
HE : Mobilité électrophorétique (um.cm.s™.V?)

3.6.3.3 Indice de polydispersité

L'indice de polydispersité permet de connaitre le taux de polydispersité et par conséquent
I’'homogénéité des particules. Il est défini comme le rapport de I'écart type sur le diamétre
moyen. Plus I'indice de polydispersité est proche de 0, plus la solution est monodisperse.
3.6.4 Microscopie électronique a transmission (MET)

Les manipulations ont été effectuées au Service Commun de Microscopie Electronique de
I’'Université Henri Poincaré de Nancy. Les émulsions ont été observées avec un microscope
électronique a transmission de type Philips CM20 a 200 kV, les images ont été enregistrées a
I'aide de la caméra Olympus TEM CCD. L’échantillon est préparé selon le protocole de Colas
et al. (2007). Brievement, I'échantillon est dilué au dixieme avec de I'eau distillée pour
diminuer la concentration en gouttelettes lipidiques. Un volume « v » d’une solution de
molybdate d’ammonium (2%) est ajouté a un méme volume d’émulsion diluée pour
augmenter le contraste de la phase aqueuse. Aprés 3 min de repos a température ambiante,
la solution est déposée sur la grille. Aprés 5 min de contact avec la grille, I’'exces de solution
est enlevé avec du papier absorbant avant d’examiner la grille au microscope (Colas et al.,
2007).

3.6.5 Mesure de la stabilité des émulsions

La stabilité des émulsions est déterminée en mesurant la taille et la mobilité
électrophorétique des émulsions stockées a température ambiante. La température de
stockage est définie de telle sorte que I'on soit au-dessus de la température de cristallisation
du CoQgp pour éviter son relargage a partir des gouttelettes lipidiques (Balakrishnan et al.,

2009).
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3.6.6 Biodisponibilité du CoQyg in vivo
3.6.6.1 Modele animal (rats Wistar)

Les expérimentations animales ont été effectuées dans le but de comparer la
biodisponibilité du CoQyo en fonction des différentes formulations de vectorisation. Cette
étude a été réalisée en collaboration avec Mme Isabelle LARTAUD et Mr Frangois DUPUIS du

Laboratoire de Pharmacologie Cardiovasculaire a la Faculté de Pharmacie de Nancy.

3.6.6.1.1 Animaux et opération

Les expérimentations ont été réalisées sur des rats males dgés de 3 mois et pesant 400 g en
moyenne (Wistars; Rj/Han: Wi; Janvier, Le Genest-Saint-Isles, France). Les animaux sont
maintenus a une température de 22°C, exposés a 12h de lumiere par jour et ont libre acces a
I'eau (Aqua-clear®, Culligan, Northbrook, USA) ainsi qu’aux croquettes (standard rat chow,
A04, Safe, Villemoison-Epinay sur Orge, France). Toutes les expérimentations ont été
effectuées en accord avec les directives de la communauté européenne (86/609/CEE) du
bien-étre animal (permit n° 54-5 (IL), 54-105 (FD)).

Les rats ont été cathétérisés au niveau de I'aorte abdominale via I'artére fémorale droite. La
canule en polyéthylene (0,58 mm ID, Merck Biotrol, Chenevieres, France) a été introduite
chez I'animal anesthésié (2% d’isoflurane dans I'oxygene). La canule est ensuite remplie
d’eau physiologique stérile (0,15 mol/L de NaCl), puis est passée sous la peau du dos
jusqu’aux omoplates. Toutes les interventions chirurgicales ont été pratiquées dans des
conditions aseptiques. L'animal est maintenu a 37°C durant toute la chirurgie avec un
coussin chauffant (sonde rectale). Apres I'opération, les rats sont placés dans des cages
individuelles et du paracétamol est ajouté dans leurs biberons d’eau (1 mg.mL™, i.e. 60
mg.kg'l.jr'l). Les animaux se rétablissent de |'opération pendant 24h et sont privés de

nourriture a la fin de la période de récupération pendant toute la nuit.

3.6.6.1.2 Le protocole expérimental

Le jour suivant I'opération, les canules sont purgées et remplies avec de I'eau physiologique
héparinée (5 IU-mL™). Les rats sont randomisés en 5 groupes (n = 10/ groupe) afin de tester
différentes émulsions et formulations huileuses (huile + lécithine) : Emulsion CoQqq,
formulation huileuse CoQ;9, Pharma Nord, témoin eau, témoin formulation huileuse de

saumon. Les formulations sont administrées, en dose unique, a chaque groupe de rats par
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voie orale a raison de 60 mg.kg'1 de CoQp. Les doses de formulations témoins administrées
sont égales a celles contenant le CoQjp.

- Emulsion CoQup : 3,66 mL.kg™

Formulation huileuse CoQiq: 1 mL.kg'1

- Pharma Nord : 1,2mL.Kg"

- Témoin eau : 5mL.kg™

- Témoin formulation huileuse: 1 mL.kg™
Les échantillons de sang (0,5 mL) ont été collectés a partir de la canule dans des eppendorfs
héparinés juste avant le gavage oral et aprés 1, 2, 4, 6, 8, 12, 24 et 48h d’administration. Les
échantillons de sang sont ensuite immédiatement centrifugés pendant 10 min a 10 000 rpm
et le plasma est récupéré et congelé rapidement a -80°C en attendant de quantifier la
concentration de CoQq par spectrométrie de masse.
Deux heures apres le gavage, nous avons attribué a chaque rat trois croquettes. Durant les
expériences, les animaux ont été surveillés afin de détecter les différents signes de
souffrance tels qu’une perte excessive de poids, une faible mobilité de la pate droite, signes
d'hypoxie tissulaire. En cas de probléme, les animaux sont sacrifiés avec une injection en

intra péritonéale de pentobarbitone de sodium (250 mg.kg'l).
3.6.6.2 Modele animal (souris)

L'étude de la biodisponibilité du CoQ;, a été effectuée en collaboration avec le Professeur
Rachid SOULIMANI et Mr Fréderic DESOR du Laboratoire de Neurotoxicologie Alimentaire ou
les manipulations ont été effectuées.

Les souris males de souche OF1 (30-35 glanvier Le Genest-Saint-Isles, France) ont été
acclimatées (22-25°C; 12h de cycle lumiere/noir) pendant une semaine au sein du
laboratoire. Nous avons formé 6 groupes de 24 souris d’'une facon randomisée (n = 4).

Les formulations tests ont été administrées par voie orale (1000 mg/Kg), une souris a été
sacrifiée par temps de prélevement de sang. Des prélevements de 300 uL de sang ont été
effectués a Ty puis aprés 1, 2, 4, 8, 12 et 24h. Les tests sont effectués en accord avec les
directives du Conseil de la Communauté Européenne du 24 novembre 1986 (86/809/EEC).
Les échantillons de sang ont, ensuite, été immédiatement centrifugés pendant 10 min a
10 000 rpm et le plasma a été récupéré et congelé rapidement a -80°C en attendant de

quantifier la concentration du CoQg par spectrométrie de masse.
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3.6.6.2.1 Préparation des formulations administrées

Pharma Nord : 6% de CoQ; dissout dans I’huile de soja (30 mg/ 0,5 g).
- Formulation huileuse + CoQ,o: 6% de CoQg, dissout dans les lipides totaux (30
mg/ 0,5 g).
- Dispersion carboxymethyl cellulose + CoQ; : 30 mg de CoQ;o / mL de dispersion
(5% de carboxymethyl cellulose)
- Emulsion CoQyp : 30 mg de CoQyo /mL d’émulsion, 40% de lipides totaux
60% d’eau distillée
- Témoin formulation huileuse : Lipides totaux
- Témoin eau
3.6.7 Quantification du CoQ,( dans le plasma
La quantification LC-MS du CoQy a été effectuée par étalonnage interne selon la méthode
décrite par Hansen et al., (2004). La gamme étalon contient des concentrations en
CoQqp allant de 5 a 50 ng/mL. Le CoQg (étalon interne) est ajouté a une concentration de 50

ng/mL (Hansen et al., 2004).
3.6.7.1 Mode opératoire

Les solutions stocks utilisées pour ce dosage sont, la 1,4-benzoquinone dans du méthanol
(0,4 mg.mL™) et la solution de CoQy (standard interne) dans le 1-propanol (1 ng.uL™). Les
échantillons de plasma sont décongelés a température ambiante. Un mélange de 50 ulL de
1,4-benzoquinone et 50 pL de CoQg est additionné aux différents échantillons de plasma (50
uL). Les eppendorfs sont vortexés et laissés au repos 15 min a température ambiante. Puis 1
mL de 1-propanol est ajouté au mélange qui est ensuite vortexé vigoureusement pendant
10s puis centrifugé a 10 000 rpm pendant 30 min. 1 mL de surnageant est récupéré dans un
vial pour HPLC-MS et complété par 300 uL de méthanol pour obtenir la composition de la

phase mobile.
3.6.7.2 Conditions chromatographiques

Le systeme HPLC-MS est constitué d’une chaine LC Surveyor et d’un spectromeétre de masse
a trappe ionique linéaire LTQ-MS (Thermo Electron Corporation, USA). La phase mobile est
constituée de 2-propanol/méthanol (1:4), le débit étant de 0,2 mL.min™".

Le spectrométre de masse LTQ est équipé d’une interface d’ionisation a pression
atmosphérique opérant en mode APClI négatif (lonisation Chimique a Pression
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Atmosphérique). La température de vaporisation est de 350°C. La température du capillaire
MS est de 200°C. Une décharge de -6 kV est appliquée sur I'aiguille APCI. Les débits de gaz
source sheath, auxilliary et sweep sont réglés respectivement a 25, 5, 0 (unité arbitraire). Le
voltage du capillaire était fixé a -30 V et le tube lens a -148 V. Le CoQyq et le CoQg ont été
suivis en utilisant respectivement une SRM (single reaction monitoring) (863 > 848) et une
SRM (795 - 780). Les données sont traitées avec le logiciel Xcalibur (version 2.1).

3.6.8 Analyses statistiques

Les résultats sont représentés par la moyenne et I'écart type a la moyenne (SEM). Les
différences entre les groupes ont été déterminéesen utilisant un test post-hoc de
Bonferroni. Les différences significatives entre les parametres pharmacocinétiques (aire sous
la courbe (AUC), la concentration maximale (Cmax), le temps correspondant a la
concentration maximale (Tmax) et le temps de demi vie (Ty/, ), ont été déterminés par une
ANOVA a sens unique suivi du test post-hoc de Bonferroni. L'hypothese nulle est rejetée a
un niveau de probabilité de p<0,05.

3.7 Formulation d’'un complément alimentaire a base de curcumine

3.7.1 Etude de la solubilité de la curcumine dans des huiles

Un exceés de curcumine est solubilisé dans 1 mL d’huile sous agitation (500 tr/min) a 37°C
pendant 24 h. Le mélange est ensuite centrifugé (2000 g) pendant 10 min pour précipiter la
curcumine non solubilisée. 1 mL de surnageant est dilué dans 9 mL de méthanol, la densité
optique est relevée a 425 nm a 37°C en utilisant un spectrophotometre UV-Visible (UV-1605
Shimadzu). Une solution de 1 mL d’huile sans curcumine diluée dans 9 mL de méthanol est
utilisée comme témoin. Le maximum de solubilité de curcumine est calculé en utilisant une

gamme étalon.

3.7.2 Analyse thermique des huiles et de la curcumine par calorimétrie différentielle
(DSC)

L'analyse thermique différentielle consiste a mesurer une différence de température entre

I’échantillon étudié et un échantillon de référence. Le profil thermique obtenu reflete les

changements d’état du produit analysé et les variations d’énergie associées a ces

changements. Les mesures sont réalisées a I'aide d’un calorimeétre différentiel. L’appareil est

étalonné au préalable en mesurant la température de fusion et I'enthalpie de L'indium (Tf :

156,6 °C, H : 28,45 J/g). Pour chaque essai, deux capsules en aluminium sont placées dans
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I'appareil calorimetre a balayage différentiel (Netzsch), I'une contenant I’échantillon a
analyser et I'autre vide servant de référence. Environ 8 a 10 mg de I'échantillon, exactement
pesée, sont placée dans le calorimeétre. Les parametres thermiques des échantillons d’huiles
sont obtenus en variant la température de -60 a +60°C a 5°C/min sous d’azote (Gbogouri,

2005). Pour la curcumine la température varie de -50 a +200°C a 5°C/min sous azote.

3.7.3 Détermination du temps d'induction oxydatif (OIT) par calorimétrie différentielle a
balayage

La stabilité a I'oxydation des huiles sans et avec la curcumine a été déterminée par un

calorimétre a balayage différentiel (Netzsch). Des échantillons de 10 a 12 mg ont été pesés

dans des capsules en aluminium. Une capsule vide, en aluminium est utilisée comme

référence. La température isotherme utilisée est de 110°C et I'oxygene pur a été injecté aux

échantillons avec un débit de 50 ml/min (Arain et al., 2009).

3.7.4 Préparation des différentes formulations contenant la curcumine

Dans le cadre de ce travail, une émulsion marine (huile et lécithine de saumon) et végétale
(huile et lécithine de colza) ont été préparées afin d’étudier I'influence de la nature de I’huile
sur la vectorisation. Les émulsions contiennent 10% de phase huileuse et 90% d’eau. Dans
les 10% de la phase huileuse, on retrouve 2,33% de lécithine et 7,66% d’huile ainsi que la
curcumine, 0,33 mg/mL pour I'huile de saumon et 0,18 mg/mL pour I'huile de colza
(concentration maximale de solubilité). Les composés sont mélangés a une température de
55-60°C, vortexés puis homogénéisés par sonication (2 min a 40 KHz : 1s marche, 1s arrét)
dans un bain de glace. La formulation est homogénéisée a haute pression (Emulsiflex-C3-
Sodexim S.A, France-1500 bars/5 cycles). Les émulsions sont ensuite récupérées dans des

petits pots de 40 mL et conservées a |'obscurité a 20°C.

3.7.5 Taille des particules, mobilité électrophorétique et indice de polydispersité
La méthode utilisée est la méme que celle citée dans le paragraphe 3.5.3.
3.7.6 Mesure de la stabilité des émulsions

La méthode utilisée est la méme que celle citée dans le paragraphe 3.5.5.
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3.7.7 Evaluation de I’activité anticancéreuse de la curcumine

Protocole :

La culture cellulaire nécessite des conditions stériles (hottes a flux laminaire, matériels et
produits stériles a usage unique...) afin d'éviter toute contamination bactérienne ou
fongique. Le milieu de culture RPMI 1640 est un milieu nutritif isotonique utilisé pour la
culture de cellules humaines normales et de leucocytes néoplasiques. Ce milieu est préparé
dans du RPMI 1640 sans rouge de phénol, avec 10% de sérum de veau foetal (SVF) apportant
un certain nombre d’éléments nécessaires a la croissance cellulaire, de Ia
pénicilline/streptomycine 10000 U (1%) et de la L-Glutamine (1%). L'objectif de cette
expérimentation in vitro est de tester I'effet de I'encapsulation de la curcumine dans une
émulsion, sur son activité anti-cancéreuse. Les cellules utilisées sont des cellules tumorales
mammaires adhérentes de type MCF7. Les cellules sont repiquées une fois par semaine pour
éviter leur décollement de la surface de la boite du fait de leur croissance rapide. Un tapis
cellulaire confluant est formé entre 7 et 8 jours d’incubation. Pour pouvoir effectuer des
tests sur les cellules MCF7, ces derniéres sont décollées de leur boite de culture en rajoutant
de la trypsine et réensemencées a des concentrations désirées sur une plaque a 96 puits.
Pour une boite T75 : Aprés avoir sorti la boite de I'incubateur (37°C ; 5% CO,), le milieu de
culture est vidé et le tapis cellulaire est rincé deux fois avec 10 mL de tampon phosphate
(PBS), puis 2 mL de trypsine sont rajoutés dans la boite. Aprés 5min d’incubation, le tapis
cellulaire décollé est re-suspendu dans 10 mL de RPMI puis centrifugé (10 min a 1500
tr/min). Les cellules sont récupérées, suspendues dans 10 mL de RPMI et comptées au
microscope optique en utilisant I’hématimetre de Thomas. La plaque est ensemencée a
raison de 10 cellules/puits. Nous avons testé les concentrations 0,22 et 0,43 uM de
curcumine. Pour atteindre ces concentrations dans les puits, les émulsions sont diluées dans
du RPMI. Les émulsions, la curcumine et I'éthanol ont été testés séparément en tant que

témoin.

Appareillage :

Pour déterminer I'activité anti-cancéreuse de la curcumine, nous avons utilisé le systeme
Xcelligence (Roche, Mannheim, Allemagne) dont le principe est de suivre en directe la

prolifération cellulaire en mesurant I'indice ou I'impédance cellulaire (Figure 3:12).
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Figure 3:12 Photo du systeme Xcelligence

L’appareil prend des mesures de I'indice cellulaire toutes les 15 min (modulable selon le type
d’utilisation). Nous utilisons des plaques appropriées pour le systéme, il s’agit de plaques a
96 puits parsemés d’électrodes d’or tout au fond du puits (80% de la surface). Cette plaque
se fixe sur un support appelé analyseur électronique qui est incubé a I'étuve (37°C; 5% CO,)
et qui transfert a l'ordinateur les valeurs d’indice cellulaire relevées. La manipulation se

déroule par étapes programmées sur le logiciel « RTCA1.2.1 » :

Etape 1 : On dépose 50 pL de RPMI et on incube la plaque pendant 1 min pour mesurer le

bruit de fond.

Etape 2 : On ensemence les puits avec 150 pL de suspension cellulaire pour obtenir 10*
cellules/puit. La plaque est ensuite déposée sur le support et la mesure est lancée aprés 20
min d’incubation. Cette étape dure 24h pour atteindre un indice cellulaire de 0,5 au

minimum.

Etape 3 : Une fois la valeur de l'indice cellulaire atteint 0,5, les cellules sont mises en contact
pendant 48h avec les différentes solutions a tester (20 pL) : curcumine seule dans I'éthanol
(0,22 et 0,43 uM) ; curcumine dans I'émulsion a base d’huile et de lécithine de colza (0,22 et
0,43 uM) ; curcumine dans I’émulsion a base d’huile et de lécithine de saumon (0,22 et 0,43
UM). Les émulsions seules (mémes volumes que les émulsions vecteurs de curcumine) et

I’éthanol sont utilisés comme témoins.
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4.1 Le procédé d’extraction par voie enzymatique

Les industries de la filiere halieutique générent de grosses quantités de co-produits
généralement utilisés pour I'extraction des huiles et farines de poisson destinées a
I’aquaculture (Bhaskar et al., 2008; Nilsang et al., 2005). Ces co-produits représentent une
source protéique et lipidique importante, valorisable sur le plan nutritionnel compte tenu de
la forte proportion en acides gras a longue chaine et de la présence de peptides a activité
fonctionnelle.

Les Laboratoires Le Stum utilisent un procédé enzymatique permettant d’obtenir un
complexe phospholipopeptidique a partir de téte de saumon (Sa/mo salar). Ce procédé,
conduit a température modérée sous atmospheére inerte, permet d’extraire rapidement (en
moins de 2 heures) différentes classes de lipides avec des rendements proches des
extractions par solvant (Brevet FR 2.835.703, 2002). L’action de protéases spécifiques
aboutit rapidement a une destructuration des tissus protéiques qui conduit a I'obtention de
fractions lipidiques et protéiques (hydrolysat peptidique) séparées ensuite par une étape de
centrifugation. Ce procédé permet aussi d’obtenir un mélange de fractions protéiques
« lourdes » émulsionnées avec un mélange de lipides complexes.

Au cours de ce travail, nous avons utilisé un complexe phospholipidique fournit par les
laboratoires Le Stum sous la forme humide ou lyophilisée aprés cryobroyage provenant d’un
procédé industriel. Nous avons d’autre part effectué des extractions a I'échelle pilote au
Laboratoire d’Ingénierie des Biomolécules permettant de conduire des études de
biodisponibilité et comportementales sur animaux.

4.1.1 La matiére premiére

Les tétes de saumon d’aquaculture (Salmo salar) ont été choisies en raison de la forte teneur
en huile riche en AGPI et du tonnage important de co-produits générés sur les lignes de
transformation (Figure 4:1). Il faut souligner que les co-produits de saumon utilisés font
I'objet de la méme attention que les filets apres opération de filetage au niveau de leur
prélevement, les conditions de leur conservation et la maitrise de leur qualité

microbiologique.
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Figure 4:1 : Tétes de saumon (Salmo salar) utilisées comme substrat dans le procédé d’extraction
enzymatique du complexe phospholipopeptidique

La composition physicochimique des tétes de saumon est nécessaire afin de bien maitriser le
procédé d’hydrolyse (Tableau 4:1). En effet, la concentration en protéines (basée sur la
guantité d'azote total présent dans le substrat) est ajustée par addition d'eau dans le
réacteur pour obtenir une valeur voisine de 7 a 8% en poids. Cette étape facilite I'agitation
dans le réacteur et augmente la surface de contact avec les protéases. Il est aussi intéressant
de noter la forte teneur en huile dans les tétes de poisson en raison d’une concentration en

lipides élevée dans les chaires au niveau supérieur de la téte.

Tableau 4:1 : Composition physico-chimique des tétes de saumon (Sa/mo salar)
et des filets de saumon.

(%) Tétes Filets (pour comparaison)
Lipides totaux 21,5+0,3 13,5+1,5
Matiere seche 68,5+0,5 36,8+0,5
Protéines (NT x 6,25) 13,2+0,3 18,1+0,5
cendres 3,4+0,2 1,3+0,1

Les résultats obtenus sont en accord avec les données d’une étude récente (Usydus et al.,
2011) qui a montré que le filet de saumon (Salmo salar) contient une teneur en lipides
totaux de 13,1% + 2,4. En effet, parmi les différents poissons étudiés (Morue, hareng,
saumon, carpe, truite, lieu noir, sole, tilapia et requin (Pangasius)), le filet de saumon
contient le pourcentage le plus élevé en lipides totaux. Il faut d’autre part noter que les co-
produits de saumon, et notamment les tétes, représentent un potentiel en huile supérieur

au filet (21,5%) en accord avec les résultats obtenus par (Gbogouri, 2005).
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Les différentes étapes du procédé d’extraction sont résumées sur la Figure 4:2 et ont fait

I'objet d’un dépot de brevet.

Tétes de saumon
|
Broyage
Fau —> l' €—— Enzyme
Controle de la réaction
enzymatique par le pH-Stat
Injection de vapeur ————> l’
Inactivation

enzymatique

|

Filtration
Phase aqueuse Séparation des résidus :
Hydrolysat + phase lipidique cartilages, os et arétes

LT

Centrifugation

/ N\

B CPLP
Hydrolysat protéique

soluble ‘l’

Lyophilisation e Cryobroyage

Huile de saumon

Figure 4:2 : Procédé d’extraction de I’huile de saumon et obtention d’hydrolysats protéiques.

La réaction d’hydrolyse effectuée a I’échelle pilote nous a permis de mettre en évidence la
cinétique d’hydrolyse, pendant 50 min de réaction, en calculant le degré d’hydrolyse avec la
méthode du pH-stat (Figure 4:3). Le contréle du degré d’hydrolyse (DH) est effectué selon la

méthode de Adler-Nissen (1979), afin de limiter le DH entre 7 et 8% pour ne pas risquer de
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développer une amertume qui serait un obstacle a I'utilisation de ces bases protéiques en
formulation alimentaire (Adler-Nissen, 1979). En effet, le phénoméne d'amertume est
principalement lié a la libération de peptides hydrophobes lors du clivage des liaisons
peptidiques par les protéases (Adler-Nissen, 1984).
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Figure 4:3 : Cinétique d’hydrolyse de tétes de saumon en présence d’Alcalase® 2,4L

A I'échelle pilote, le CPLP est récupéré par centrifugation a 10 000 rpm pendant 25 min
(Figure 4:4). Pour éviter les phénoménes d’oxydation, la centrifugation et la récupération du
CPLP sont effectuées sous azote. Cette opération est difficilement réalisable a I'échelle
industrielle en raison de la configuration de la centrifugeuse. Cependant les réactions
d’oxydation sont limitées en raison de |'addition d’antioxydants et d’une congélation

immédiate du CPLP.

Figure 4:4 : CPLP obtenu aprés hydrolyse enzymatique de tétes de saumon (Salmo salar)
et séparation par centrifugation
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Le produit congelé subit ensuite une étape de lyophilisation puis un cryo-broyage
permettant d’obtenir la granulométrie désirée dans le procédé de fabrication du
Vectoméga®. Un des objectifs de ce travail a été de trouver un procédé moins colteux
permettant de remplacer I'étape de lyophilisation.

Deux procédés ont été proposés pour remplacer I'étape de lyophilisation ; le séchage par

étuvage sous vide ou le séchage par enrobage puis étuvage.
4.1.1.1 Séchage par étuvage sous vide

Ce procédé de séchage a été testé a I’échelle pilote en utilisant une étuve thermostatée sous
vide. L'eau contenue dans I'échantillon est piégée dans un dispositif contenant du CaCl, et
relié a I'étuve. Les essais ont été conduits sur le lot de production n° 9256. Un échantillon a
été traité par lyophilisation permettant de comparer les résultats obtenus. Deux
températures de séchage, 50 et 70°C ont été utilisées sur une durée de 48h. La température
a l'intérieure de I'étuve est relevée toutes les 5 min a I'aide d’une sonde et permet de suivre
I’évolution du séchage. Les teneurs en lipides totaux des différentes poudres de CPLP aprés
séchage sont respectivement de 24,05%, 19,75% et 15,41% pour le CPLP lyophilisé, le CPLP
séché a 50°C et le CPLP séché a 70°C. L’analyse des classes lipidiques par latroscan a révélé
que dans les lipides totaux du CPLP lyophilisé, nous retrouvons 40% de lipides polaires et
60% de lipides neutres. Le pourcentage des lipides polaires évolue dans les échantillons de
CPLP séchés en atteignant 53% et 61%, respectivement pour le séchage a 70°C et a 50°C
montrant une détérioration progressive des AGPI-LC a 70°C sous vide. Pour s’assurer que le
procédé de séchage permet d’obtenir une poudre de CPLP parfaitement seche comme dans
le cas de la lyophilisation, le taux d’humidité dans les échantillons séchés a été déterminé.
Les résultats confirment bien que le CPLP est parfaitement sec a 99,9% indépendamment de
la température de séchage. Néanmoins, plusieurs essais de séchage sous vide ont montré
des développements microbiens contrairement au procédé de lyophilisation. Ce point
important a été élucidé en effectuant des analyses microbiologiques sur les CPLP obtenus
par les deux types de procédés de séchage.

Les résultats obtenus sont malheureusement peu satisfaisants (Tableau 4:2) et sont dus
essentiellement a une légére contamination préalable du CPLP extrait qui s’est amplifiée lors
du procédé de séchage. Cette technique a été abandonnée en raison du risque possible de

développement de contamination.
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Tableau 4:2 Analyses microbiologiques des CPLP séchés par étuvage et lyophilisation

3 Dénombrement (UFC/g)

Flores recherchées lyophilisé 50 °C 20°C
Coliformes <10 >310" 3,110°
Escherichia. coli <10 1,5 10* <10
FAM Inc Inc Inc
Levures et moisissures <10 <10 <10

Inc : incomptable soit > 10° UFC/g

4.1.1.2 Séchage par enrobage et étuvage

Un procédé de séchage par enrobage et étuvage a été proposé par la société ol s’effectue la
production du CPLP. Ce procédé est globalement basé sur un enrobage du CPLP a I'état
humide par un additif suivi d’'un séchage par étuvage. Les parametres utilisés dans ce
procédé restent cependant confidentiels. Deux échantillons d’un lot séché par enrobage
provenant de la méme production (n°9259) ont été analysés et comparés.

Un premier échantillon composé uniquement de CPLP enrobé et séché contient 15,32% de
lipides totaux dont 50% de lipides polaires et 50% de lipides neutres. Dans le but
d’augmenter la teneur en lipides totaux, un deuxiéme échantillon de CPLP enrichi en huile
de saumon, enrobé et séché, a été analysé. Les résultats d’extraction des lipides totaux
conduisent a une teneur de 17,75%, soit un enrichissement de 2,43% en huile totale. Cet
enrichissement augmente la teneur en lipides neutres dans le CPLP qui atteint 70,18%.
D’autre part, il n’existe aucune variation des pourcentages d’EPA et de DHA pour les lipides
totaux (EPA : 7,5% et DHA 17%) et concernant les lipides polaires (EPA : 8,2% et DHA 37,8%).
L'indice de peroxyde (1,98 < 5) montre que ce procédé est une alternative a la lyophilisation

mais demande a étre développé pour de forts tonnages.
4.1.1.3 Caractérisation globale du CPLP

La production de CPLP par les Laboratoires Le Stum a été controlée tout au long de cette
étude sur les plans physicochimique et microbiologique, permettant d’optimiser au mieux le
procédé d’extraction de ce complexe phospholipopeptidique. Des analyses de routine
permettant de suivre la teneur en lipides polaires, la teneur en EPA et en DHA ainsi que le
niveau d’oxydation ont été régulierement effectuées, permettant d’avoir une tracabilité a
I’échelle industrielle. Le Tableau 4:3 représente les caractéristiques du CPLP produit a

I’échelle industrielle.
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Tableau 4:3 Analyses physicochimiques du CPLP produit a I’échelle industrielle

Parametres physicochimiques

Complexe phospholipopeptidique

Matiére seche

31%

Azote total 13,1 g d’ N;/100 g de CPLP
Indice de peroxyde Entre 5 et 7 méq d’0,/Kg de lipides
Cendres 3,2 g/100 g de CPLP

La valeur acceptable de I'indice de peroxyde est de 5 méq d’0,/Kg de lipides

Les pourcentages en lipides totaux et en lipides neutres des CPLP produits pendant ces trois

dernieres années ont diminué respectivement de 50 a 30% et de 65 a 12%, suite aux

améliorations apportées au procédé d’extraction du CPLP. La Figure 4:5 présente les teneurs

en lipides neutres et polaires en fonction de différentes productions. De meilleurs réglages

sur le procédé de séparation ont permis de limiter la teneur en lipides neutres, augmentant

ainsi la teneur en DHA, majoritairement présent sur les lipides polaires.
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Figure 4:5 Evolution des teneurs en lipides totaux et en lipides neutres de différents lots de
production. LN : lipides neutres ; MG : matiére grasse (lipides totaux)

Une augmentation en lipides polaires (80,84%) est observée dans les derniéres productions

industrielles augmentant ainsi la teneur en DHA dans les lipides totaux du CPLP (19,78%)

dont 33,3% sont positionnés sur les phospholipides (Figure 4:6).

161



Résultats et discussion

50 -
45 -
40 -
35 - -

*MG
30 1 ¢ A ®  LoHarr

%
3

25 - AA *
20 -

15 T T 1
12/18/08 7/6/09 1/22/10 8/10/10

Dates d'analyses

Figure 4:6 Teneur en lipides totaux et en DHA dans la fraction polaire de lots cryobroyés.

LP : lipides polaires ; MG : matiére grasse

Nous avons évalué d’autre part la teneur en minéraux dans le CPLP industriel et dans
I’extrait obtenu a I’échelle pilote (Tableau 4:4). Le CPLP commercialisé contient des traces de
chrome, de cuivre, de strontium, de rubidium et de zinc mais essentiellement du magnésium
(0,05 et 0,09%), du calcium (0,29 et 0,47%), du sodium (1,1 et 0,77%), du potassium (0,42 et
0,25%) et du phosphate (1,92 et 1,32%) respectivement dans le CPLP extrait a I'échelle
industrielle et par un procédé pilote.

En fonction de l'origine des tétes de saumon, nous remarquons une différence dans la
composition des éléments chimiques dans les deux CPLP extraits a I'échelle pilote et
industrielle. Le CPLP obtenu a |’échelle pilote comporte en plus de tous les éléments
retrouvés dans le CPLP industriel, du fer et trés peu de manganeése. Il est cependant déficient
en chrome.

Il est important de remarquer que les analyses effectuées sur le CPLP ne présentent pas de
contamination en métaux lourds (mercure, cadmium, plomb), s’accumulant généralement
chez les poissons prédateurs (thon, espadon, requin...).

D’aprés le rapport intitulé « Effets des métaux lourds sur I'environnement et la santé »
(2001 ; Assemblée Nationale, 2979), ces seuils de consommation sont fixés en France, pour
les poissons les plus consommés, a 0,2 mg/kg de plomb ; 0,05 mg/kg de cadmium et 0,5
mg/kg de mercure. Il existe cependant une tolérance concernant les compléments

alimentaires mis sur le marché selon le document établi par la commission européenne du 2
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juillet 2008 (CE, N°629/2008). Les teneurs maximales pour le plomb, le cadmium et le

mercure ont été fixées respectivement a 3 mg/kg, 1 mg/kg et 0,1 mg/kg. Plusieurs études

ont indiqués que la concentration en minéraux dans les poissons dépend non seulement de

leur alimentation et de leur environnement mais aussi de leur physiologie et de leur

anatomie (Aubourg et al., 2007).

Tableau 4:4 Comparaison de la composition en minéraux du complexe phospholipidique extrait a
partir du procédé pilote (100 kg) et industriel (voir section matériels et méthodes)

Elé|1s1ent Uzit C.TLP Labgll;liopires Elément U'j'it CPLP pilote Labgll;l;opires
pilote Le Stum S e Le Stum

As ppm <1,1 <1,1 Rb ppm | 0,547 £ 0,05 0,713 £ 0,07
Ba ppm <2 <2 Sb ppm <0,1 <0,1
Be ppm <0,45 < 0,45 Sm ppm < 0,01 < 0,01
Bi ppm < 0,09 < 0,09 Sn ppm <0,3 <0,3
Cd ppm <0,1 <0,1 Sr ppm | 34,21 +3,42 16,53 £ 1,65
Ce ppm <0,12 <0,12 Ta ppm < 0,01 < 0,01
Co ppm <0,2 <0,2 Tb ppm < 0,005 < 0,005
Cr ppm <3 3,307 + 0,33 Th ppm < 0,03 <0,03
Cs ppm < 0,05 < 0,05 Tm ppm < 0,001 < 0,001
Cu ppm | 11,7 £ 1,17 6,009 + 0,6 u ppm < 0,04 < 0,04
Dy ppm < 0,009 < 0,009 \' ppm <0,75 <0,75
Er ppm < 0,005 < 0,005 w ppm <0,1 <01
Eu ppm < 0,004 < 0,004 Y ppm <0,15 <0,15
Ga ppm <0,16 <0,16 Yb ppm < 0,004 < 0,004
Gd ppm < 0,01 < 0,01 Zn ppm | 266,3 + 26,63 | 297,8 £ 29,78
Ge ppm <0,1 <0,1 Zr ppm <1 <1
Hf ppm | <0,026 < 0,026 Si % <0,02 <0,02
Ho ppm | <0,002 < 0,002 Al % < 0,02 < 0,02
In ppm < 0,07 < 0,07 Fe % | 0,021 £ 0,003 < 0,03
La |ppm| <0,06 <0,06 Mn | % %”%%%; < 0,0005
Lu ppm | < 0,002 < 0,002 Mg % | 0,092 £ 0,009 | 0,052 £ 0,005
Mo |ppm| <03 <03 Ca % | 047007 | 0,290,044
Nb ppm < 0,06 < 0,06 Na % 0,77 £ 0,11 1,1+£0,16
Nd ppm < 0,04 < 0,04 K % 0,25+0,042 | 0,42 +0,063
Ni ppm <4 <4 Ti % < 0,03 < 0,03
Pb ppm <0,6 <0,6 P % 1,32 +0,13 1,92
Pr ppm < 0,01 < 0,01 ppm : ug/g de produit ; % : g/100g de produit

La mesure de la perte au feu (PF = 95%) a été effectuée dans le cadre de cette étude pour

vérifier que nous avons bien dosé la totalité des éléments des échantillons. Le total des
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éléments dosés ainsi que la PF est d’environ 100%. La concentration en mercure est
inférieure au seuil de détection.

4.1.2 Caractérisation de la partie lipidique du CPLP

Le procédé d’extraction enzymatique des lipides a partir des tétes de saumon conduit a la
valorisation d’une huile riche en AGPI-LC, extraite a basse température sans solvant, et
représentant entre 14 et 17% de la quantité de substrat initial. D’autre part, le complexe
phospholipopeptidique contient une proportion de lipides neutres et polaires que nous

allons étudier plus en détail.
4.1.2.1 Les classes lipidiques

Apres extraction de la phase lipidique par la méthode de Folch et al.,, (1957) a partir du
complexe phospholipopeptidique lyophilisé, les différentes classes lipidiques sont
guantifiées par chromatographie sur couche mince couplée a une détection par ionisation
de flamme. Les résultats de la migration dans le solvant apolaire (hexane/diéthyl éther (80 :
20 v/v)) révelent la présence de deux pics distincts qui correspondent aux lipides polaires et
aux lipides neutres (Figure 4:7). Il faut noter a ce propos que le principe actif du complément
nutraceutique Vectoméga® est composé de différentes fractions lipidiques permettant de
vectoriser les AGPI-LC aussi bien sous la forme triglycéridique que sous la forme
phospholipidique. Les lipides polaires constituent 65% des lipides totaux du CPLP et ont la
propriété de contenir une forte proportion de DHA en position sn-2, qui joue un réle
important dans la structuration et la stabilisation d’émulsions et de liposomes (Henna Lu et

al., 2011).
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Figure 4:7 : Classes lipidiques du CPLP extrait par voie enzymatique a partir de tétes de saumon
(Salmo salar). TAG : Triacylglycérols, LP : Lipides polaires

Une deuxiéme migration dans le solvant polaire (chloroforme/méthanol/ammoniaque 65 :
35: 5 v/v/v) permet de différencier les différents phospholipides présents dans les lipides
polaires. Dans les lipides totaux de la téte de saumon (Figure 4:8), la phosphatidylcholine
(PC) (28,11%) est le phospholipide majoritaire suivi de la phosphatidyléthanolamine (PE)
(13,53%). Ces résultats sont en accord avec une étude effectuée sur le saumon (Salmo salar)

gui montre que les fractions de PC et de PE sont majoritaires (Miller et al., 2006).
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Figure 4:8 : Fraction polaire des lipides totaux du CPLP : Phosphatidylcholine (PC),
phosphatidylétanolamine (PE), phosphatidylsérine (PS), phosphatidylinositol (Pl),
lysophosphatidylcholine (L-PC)
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4.1.2.2 Composition en acides gras

La composition en acides gras a été déterminée par CPG (n=3) sur les lipides totaux ainsi que
sur les fractions de lipides neutres, de phospholipides et de glycolipides apres séparation sur
colonne de silice. Ces compositions en acides gras sont présentées dans le Tableau 4:5. Les
premieres observations mettent en évidence la fraction des acides gras polyinsaturés qui est
majoritaire dans toutes les classes lipidiques du CPLP. Cependant le pourcentage en AGPI le
plus élevé est retrouvé dans la fraction phospholipidique (62,24%) suivi de la fraction des
glycolipides (55,04%), des lipides totaux (49,65%) et enfin des lipides neutres (44,43%). Le
pourcentage en acides gras saturés reste relativement constant dans toutes les fractions et
varie de 22 a 27% contrairement au pourcentage en AGMI qui est inversement
proportionnel a celui des AGPI. Le plus faible pourcentage en AGMI est observé pour les
phospholipides. Le DHA est I'acide gras majoritaire dans toutes les fractions lipidiques sauf
pour les lipides neutres ou nous retrouvons une concentration élevée en acide palmitique
avec 15,54%. La teneur en EPA est par contre peu variable dans les différentes fractions
lipidiques, sauf pour les glycolipides avec 6,97%.

Tableau 4:5 Composition en acides gras des différentes classes lipidiques des lipides totaux du
CPLP extraits de tétes de saumon par voie enzymatique (n=3)

Acides gras LTS PLS LNS GLS
moyenne ET moyenne ET moyenne ET moyenne ET
C12 - - - - - - - -
Ci14 3,54 0,00 0,68 0,01 5,01 0,04 1,99 0,01
Iso C15 0,08 0,00 0,00 0,00 0,15 0,01 0,03 0,00
Ante iso C15 - - - - - - - -
C15 0,24 0,02 0,10 0,00 0,33 0,00 0,23 0,00
Ci15:1 0,27 0,01 2,12 0,02 0,05 0,00 1,09 0,02
Iso C16 - - - - - - - -
C16 17,04 0,04 12,08 0,05 15,54 0,15 20,07 0,18
C16:1w7 0,31 0,00 0,23 0,00 0,41 0,01 0,30 0,00
C16:1w9 4,10 0,05 1,28 0,00 5,72 0,03 2,38 0,01
C16 : 2w6 - - - - - - - -
C16:3w3 0,42 0,02 1,76 0,10 0,29 0,04 1,37 0,10
C16:4w3 0,33 0,00 0,06 0,01 0,56 0,00 0,10 0,01
C18 3,96 0,00 9,59 0,01 3,32 0,02 4,95 0,03
C18 :1w9 16,49 0,02 8,15 0,00 19,48 0,18 9,07 0,02
C18:1w7 2,66 0,06 2,89 0,00 2,95 0,00 3,84 0,00
C18:1w5 - - - - - - - -
C18:2w6 4,39 0,00 1,87 0,07 6,35 0,04 2,66 0,13
C18:3w4 2,77 0,00 1,35 0,07 3,72 0,37 1,39 0,00
C18:3w3 1,45 0,00 0,67 0,00 1,88 0,20 1,27 0,01
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Acides gras LTS PLS LNS GLS
moyenne ET moyenne ET moyenne ET moyenne ET

C20:1w9 0,93 0,00 0,11 0,00 1,50 0,01 0,25 0,00
C20:1w7 0,69 0,00 0,47 0,00 1,05 0,00 0,69 0,01
C20:2w6 2,11 0,10 0,33 0,08 3,02 0,00 0,51 0,19
C20:4w6 1,50 0,00 5,24 0,00 0,76 0,00 2,18 0,01
C20:3w3 0,96 0,00 0,56 0,00 1,28 0,00 0,69 0,00
C20: 5w3 EPA 10,53 0,02 8,99 0,07 10,10 0,09 6,96 0,00
C21:5w3 1,06 0,00 0,66 0,02 0,58 0,00 5,61 0,06
C22 :4w6 0,30 0,00 0,11 0,00 0,43 0,00 0,10 0,00
C22 : 5w6 0,33 0,00 0,51 0,00 0,29 0,00 0,39 0,00
C22 :5w3 3,10 0,01 3,49 0,00 3,27 0,02 2,57 0,00
C22 : 6w3 DHA 20,34 0,00 36,57 0,15 11,83 0,08 29,19 0,26
AGS 24,87 22,47 24,37 27,29

AGMI 25,48 15,28 31,2 17,66

AGPI 49,64 62,24 44,42 55,03

LTS : lipides totaux du saumon, PLS : phospholipides du saumon, LNS : lipides neutres du saumon, GLS :
glycolipides du saumon ; AGS : acides gras saturés, AGMI : acides gras monoinsaturés, AGPI : acides gras
polyinsaturés, ET: écart type. Les acides gras sont présentés en pourcentage par rapport aux acides gras
totaux.

Les lipides totaux du CPLP montrent une teneur en DHA de 20,34%. Cette valeur est bien
supérieure a la concentration du DHA dans le filet en raison de la présence de
phospholipides dans la téte. On peut noter une variabilité dans la teneur en AGPL-LC en
fonction des données de la littérature. En effet, Kahveci et Xu (2011) enrichissent de I’huile
de saumon brute (DHA: 8,11% ; EPA : 5,46%) par voie enzymatique a I'aide d’une lipase
(Candida rugosa) pour obtenir une concentration maximale de 10% pour I'EPA et de 23%
pour le DHA (Kahveci and Xu, 2011). D’autre part, I'étude de Blanchet et al., (2005) sur le
saumon d’Atlantique (Salmo salar) met en évidence une teneur de 15,2% en DHA et 7,9%

pour I'EPA (Blanchet et al., 2005).

4.1.2.3 Régiodistribution des acides gras sur les phospholipides majeurs du CPLP extraits

de tétes de saumon (Salmo salar) comparés a ceux du Krill

Parmi les différents produits retrouvés sur le marché des compléments alimentaires riches
en AGPI, peu de produits présentent une vectorisation des acides éicosapentaénoique et
docosahexaénoique estérifiés sur des lipides polaires. Outre les ceufs de poisson et les
phospholipides de calamar, représentant une faible part de ce marché, I'huile de Krill, en
revanche, présente la particularité d’étre riche en AGPI-LC vectorisés par des
phospholipides. L'émergence de I'huile de Krill par rapport aux autres compléments

alimentaires pendant ces dix derniéres années est liée a sa teneur en phospholipides ainsi
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gu’a sa forte concentration en antioxydants (Henna Lu et al., 2011; Winther et al., 2011).
Nous avons pour cette raison effectué une étude comparative de deux fractions lipidiques
en se focalisant sur la régio-distribution des acides gras sur la position sn-2, en raison de la

biodisponibilité accrue des acides gras estérifiés sur cette position.

4.1.2.3.1 Composition en acides gras des fractions lipidiques totales du saumon et du Krill

La composition en acides gras des fractions lipidique du CPLP a été présentée dans le
Tableau 4:5. La composition de I'huile de Krill extraite de capsules molles de la marque
Oémine Krill, achetées dans le commerce, est présentée dans le Tableau 4:6. La fraction
phospholipidique du Krill (53,98%) est majoritaire par rapport a la fraction triglycéridique,
mais reste légerement inférieure a celle provenant du CPLP issu de tétes de saumon. La
proportion en AGS domine pour les lipides neutres (41,10%) contrairement au saumon
(27%), suivi des lipides totaux (38,53%) et enfin des glycolipides (34,37%). Dans cette
derniere fraction, on retrouve la méme proportion d’AGPI-LC (34,76%). Contrairement a ce
gue nous avons obtenu pour le saumon, les pourcentages en DHA sont faibles dans toutes

les fractions lipidiques, avec un maximum de DHA retrouvé sur les phospholipides (15,84%).

Tableau 4:6 : Composition en acides gras des fractions lipidiques provenant de I’huile totale de Krill
(Oemine Krill) (n=3)

Acides gras LTK PLK LNK GLK

moyenne ET moyenne ET moyenne ET moyenne ET
C12 0,25 0,01 0,00 0,00 0,37 0,00 0,18 0,00
Ci4 12,05 0,02 2,16 0,00 16,36 0,01 8,35 0,00
Iso C15 0,23 0,00 0,07 0,00 0,30 0,00 0,21 0,01
Ante iso C15 0,08 0,00 0,02 0,00 0,16 0,00 0,09 0,00
C15 0,11 0,02 0,00 0,00 0,19 0,00 0,09 0,00
Ci15:1 0,38 0,04 0,27 0,00 0,47 0,00 0,42 0,02
Iso C16 0,10 0,00 0,07 0,00 0,12 0,00 0,12 0,00
C16 24,24 0,13 28,23 0,01 22,02 0,00 23,66 0,00
C16:1w7 0,56 0,00 0,43 0,00 0,60 0,00 0,60 0,00
C16:1w9 8,62 0,02 1,35 0,01 11,90 0,03 9,49 0,07
C16: 2w6 0,33 0,00 0,16 0,00 0,40 0,00 0,34 0,02
C16:3w3 0,14 0,00 0,09 0,00 0,16 0,00 0,17 0,00
C16:4w3 0,61 0,00 0,10 0,00 0,82 0,00 0,56 0,01
C18 1,43 0,02 1,21 0,00 1,55 0,01 1,63 0,00
C18 :1w9 12,53 0,00 4,97 0,00 15,80 0,04 11,33 0,01
C18:1w7 6,38 0,14 4,80 0,00 7,14 0,01 6,15 0,00
C18:1w5 0,18 0,00 0,15 0,00 0,17 0,01 0,17 0,01
C18:2w6 2,49 0,12 1,45 0,00 2,67 0,01 2,37 0,00
C18:3w4 0,80 0,21 0,40 0,00 0,85 0,00 0,48 0,00
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Acides gras LTK PLK LNK GLK
moyenne ET moyenne ET moyenne ET moyenne ET
C18:3w3 1,28 0,12 1,34 0,00 1,22 0,00 1,32 0,00
C20:1w9 2,86 0,01 2,10 0,00 3,20 0,00 2,56 0,00
C20:1w7 0,12 0,00 0,13 0,00 0,14 0,00 0,11 0,00
C20:2w6 0,57 0,06 1,14 0,00 0,34 0,07 1,56 0,00
C20:4w6 0,27 0,00 0,34 0,00 0,22 0,00 0,43 0,00
C20:3w3 0,24 0,00 0,38 0,00 0,18 0,00 0,25 0,00
C20:5w3 EPA 14,82 0,01 31,09 0,01 8,16 0,03 16,18 0,00
C21:5w3 0,05 0,04 0,19 0,04 0,03 0,00 1,17 0,00
C22 :4w6 - - - - - - - -
C22:5w6 0,40 0,01 0,79 0,00 0,25 0,00 0,30 0,04
C22 :5w3 0,31 0,01 0,62 0,00 0,18 0,00 0,23 0,00
C22 : 6w3 DHA 7,43 0,06 15,83 0,03 3,90 0,02 9,36 0,01
AGS 38,52 31,79 41,09 34,36
AGMI 31,65 14,22 39,46 30,87
AGPI 29,81 53,98 19,44 34,76

LTK : lipides totaux du Krill, PLK : phospholipides du Krill, LNK : lipides neutres du Krill, GLK : glycolipides du Krill ;
AGS : acides gras saturés, AGMI : acides gras monoinsaturés, AGPI : acides gras polyinsaturés, ET : écart type.
Les acides gras sont présentés en pourcentage par rapport aux acides gras totaux.

Ce pourcentage reste trés inférieur a la valeur retrouvée dans les phospholipides de saumon
(36,58%). Il faut noter que I’huile de Krill contient plus d’EPA que I'huile de saumon dans
toutes les fractions prise séparément. L'extraction d’huile du Krill totale par solvants
organiques conduit a un pourcentage en DHA variant de 10 a 16% ; la teneur étant comprise
entre 16 et 19% pour I'EPA (Martin, 2007). Dans notre étude, le pourcentage d’EPA pour le
Krill varie entre 8,16% pour les lipides neutres et 31,10% pour les lipides polaires, alors que

ces pourcentages varient de 6,97% pour les glycolipides a 10,54% pour les lipides totaux.

4.1.2.3.2 Composition en acides gras de la phosphatidylcholine et de la phosphatidyl-
éthanolamine extraites a partir du CPLP de tétes de saumon et de I’huile totale de
Krill

Les différentes classes de phospholipides ont été séparées par chromatographie sur couche

mince avant d’étre purifiées. Nous nous sommes intéressés aux deux espéces majoritaires

représentées par la phosphatidylcholine et la phosphatidyléthanolamine pour la fraction

lipidique du CPLP et I’huile totale de Krill. Contrairement aux nombreux travaux effectués sur

la régio-distribution des acides gras sur les triacylglycérols, peu d’études se sont intéressées

aux phospholipides marins.

Le Tableau 4:7 montre la composition en acides gras de la PC et PE du CPLP de saumon

comparé a I'huile totale de Krill. Les compositions en acides gras de la fraction PC des deux
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échantillons montrent que le saumon et le Krill sont riches en AGPI-LC, avec une proportion
en AGS plus importante pour le Krill. La différence fondamentale entre ces deux sources
d’AGPI-LC vectorisés par des lipides polaires réside dans la proportion de DHA plus élevée
pour la PC de saumon (24,77%) comparé a la PC de Krill (12,87%). Inversement, la
concentration en EPA de 29,76% pour la PC-Krill est beaucoup plus importante que pour la
PC-saumon (8,12%). Le pourcentage en DHA au niveau de la PC-saumon est trés proche de
celui retrouvé dans le cadre d’une étude effectuée par Sautot et al., (2011). Pour ce qui est
de la fraction PE, les deux classes, PE-Krill et PE-saumon sont tres différentes dans leurs
compositions en acides gras. En effet, la PE-saumon contient 63,88% d’AGPI, ce qui est
supérieur au pourcentage d’AGPI dans les deux PC et dans la PE-Krill (36,79%). Le
pourcentage en DHA est plus élevé pour les PE par rapport aux PC, il atteint 37,83% pour la

PE-saumon et 20,55% pour la PE-Krill.

Tableau 4:7 Composition en acides gras des deux classes lipidiques PC et PE de la fraction lipidique
du CPLP et de I’huile de Krill (%) (n=3)

Saumon Krill
Acides gras PCS PES PCK PEK

moyenne ET moyenne ET moyenne ET moyenne ET
C12 - - - - 0,82 0,01 1,05 0,03
c14 0,65 0,09 0,72 0,00 2,52 0,05 4,33 0,07
Iso C15 0,20 0,28 0,00 0,00 - - - -
Ante iso C15 - - - - - - 0,25 0,12
Cc15 0,90 1,13 0,10 0,00 - - - -
Ci5:1 1,38 1,48 3,20 0,02 0,39 0,00 0,6 0,06
Iso C16 - - - - - - 0,16 0,02
Cc16 8,17 6,12 11,78 0,03 29,48 0,29 38,79 0,08
C16: 1w7 5,75 7,75 0,21 0,00 0,56 0,01 0,49 0,01
C16 : 1w9 2,83 2,45 1,38 0,01 1,33 0,03 0,86 0,05
C16 : 2w6 - - - - 0,18 0,01 0,22 0,02
C16:3w3 1,06 1,19 3,05 0,07 - - - -
C16 : 4w3 2,79 1,8 0,11 0,00 - - - -
c18 15,54 1,43 4,91 0,02 1,53 0,08 2,55 0,00
C18 :1w9 8,67 1,00 9,11 0,08 5,69 0,12 3,53 0,08
C18:1w7 2,20 0,40 3,89 0,12 5,06 0,08 9,38 0,04
C18: 1w5 - - - - 0,13 0,03 0,24 0,00
C18:2w6 1,58 0,00 2,35 0,01 1,61 0,06 1,04 0,03
C18:3w4 1,04 0,04 1,55 0,05 0,55 0,11 0,43 0,04
C18:3w3 0,42 0,02 0,80 0,01 1,33 0,10 0,61 0,02
C20: 1w9 0,03 0,04 0,09 0,00 2,22 0,12 0,32 0,03
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Saumon Krill
Acides gras PCS PES PCK PEK
moyenne ET moyenne ET moyenne ET moyenne ET

C20: 1w7 0,47 0,21 0,67 0,01 - - 0,61 0,11
C20:2w6 1,43 1,01 0,31 0,06 1,56 0,13 0,34 0,03
C20: 4w6 7,88 0,42 3,23 0,00 0,32 0,08 0,42 0,00
C20:3w3 0,34 0,13 0,68 0,01 0,33 0,00 - -
C20:5w3 EPA 8,11 0,57 9,22 0,07 29,76 0,42 12,22 0,14
C21:5w3 0,36 0,08 0,35 0,01 0,22 0,01 0,11 0,00
C22 : 4w6 0,07 0,00 0,14 0,00 - - - -
C22:5w6 0,49 0,19 0,53 0,01 0,86 0,02 0,25 0,04
C22 :5w3 2,74 0,14 3,67 0,00 0,57 0,09 0,56 0,00
C22: 6w3 DHA 24,76 1,14 37,83 0,04 12,87 0,00 20,55 0,06
AGS 25,48 17,53 34,37 47,14

AGMI 21,38 18,59 15,40 16,06

AGPI 53,13 63,87 50,22 36,78

PCS : phosphatidylcholine de saumon, PES : Phosphatidyléthanolamine de saumon, PCK : phosphatidylcholine de
Krill, PEK : Phosphatidyléthanolamine de Krill, ET : écart type, AGS : acides gras saturés, AGMI : acides gras
monoinsaturés, AGPI : acides gras polyinsaturés. Les acides gras sont présentés en pourcentage par rapport aux
acides gras totaux.

Les fortes proportions en AGPI-LC retrouvées sur les fractions phospholipidiques montrent
I'importance de ces lipides polaires dans I'apport en AGPI et plus particulierement en DHA et
en EPA. Ces différences de répartition sur les lipides polaires du DHA et de I'EPA suggéerent
un role différent de ces lipides au niveau du métabolisme cellulaire.

La régiodistribution au niveau des phospholipides de thon Albacore a été conduite en 1996
par I'équipe du professeur Aubourg, montrant des concentrations élevées en AGPI-LC en
position sn-2 sur les phospholipides avec 47,3% pour le DHA et 9,3% pour I'EPA (Aubourg et
al., 1996). Polvi et al., ont identifié en (1991) la position des acides gras au niveau de la PC de
saumon dans le but de suivre sa stabilité face au phénomeéne de congélation (Polvi et al.,

1991).

4.1.2.3.3 Régiodistribution des acides gras pour la PC et la PE de la fraction lipidique du
CPLP de saumon et de I’huile de Krill

4.1.2.3.3.1 Par méthode enzymatique

L’hydrolyse enzymatique de la liaison ester en position sn-2 par la phospholipase A, permet

d’identifier la composition en acides gras des fractions PC et PE appartenant au Krill et au

saumon. Les lysophospholipides ont également été récupérés, parallelement aux acides gras

libres, et analysés pour déterminer leur composition en acides gras. Ainsi les résultats de
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cette étude (Tableau 4:8) montrent que, de maniere générale, plus de 50% des AGPI sont
positionnés en sn-2 au niveau de la PC et de la PE de saumon. Les AGS sont d’autre part,
préférentiellement positionnés en sn-1 avec 53,49% dans la PC-saumon et 44,05% dans la
PE-saumon. Nous retrouvons la quasi-totalité des acides gras qui nous intéressent,
notamment I'EPA et le DHA, au niveau des deux classes PE et PC de saumon. Ces résultats
sont partiellement en accord avec une étude effectuée par Al Sayed Mahmoud et al., (2007)
sur les ceufs de saumon et de truite arc-en-ciel qui a montré que le DHA est majoritairement
retrouvé estérifié en position sn-2 sur la totalité des phospholipides. Le pourcentage d’EPA
retrouvé en sn-2 est respectivement de 21,62% et 12,64%, sur les phospholipides de saumon
et de truite arc-en-ciel (Al Sayed Mahmoud, 2007). Une étude portant sur les phospholipides
de thon, a montré que le DHA et I'EPA sont positionnés, respectivement a 43 et 10% en sn-2

(Aubourg et al., 1996).

Tableau 4:8 Composition en acides gras estérifiés sur la PC et la PE du CPLP de tétes de saumon

(n=3)
PC Saumon PE Saumon
Acides gras sn-1PCS sn-2 PCS sn-1 PES sn-2 PES

moyenne ET moyenne ET moyenne ET moyenne ET
C12 - - - - - - - -
Ci4 2,37 0,08 1,28 0,08 2,11 0,04 0,94 0,03
Iso C15 0,18 0,01 0,13 0,00 0,13 0,00 0,04 0,00
Ante iso C15 - - - - - - - -
C15 0,21 0,04 0,21 0,01 0,22 0,02 0,11 0,00
Ci5:1 0,37 0,27 0,20 0,05 0,10 0,00 0,10 0,02
Iso C16 - - - - - - - -
C16 29,97 2,34 16,08 1,53 26,12 3,08 11,58 0,15
C16: 1w7 0,20 0,02 0,30 0,03 0,26 0,02 0,20 0,01
C16:1w9 0,57 0,02 1,12 0,00 1,12 0,13 1,00 0,01
C16: 2w6 - - - - - - - -
C16:3w3 0,10 0,04 0,20 0,01 0,11 0,00 0,07 0,00
C16:4w3 0,93 0,03 3,88 0,50 0,41 0,03 0,04 0,00
C18 20,73 0,46 10,84 0,55 15,44 2,25 6,27 0,72
C18:1w9 19,16 0,52 13,41 1,33 30,53 9,95 9,94 0,23
C18:1w7 1,16 0,03 1,25 0,02 1,93 0,15 2,87 0,04
C18:1w5 - - - - - - - -
C18:2wé6 3,44 0,29 3,19 0,24 8,73 0,02 1,86 0,14
C18:3w4 0,79 0,08 0,87 0,00 1,63 0,02 0,54 0,03
C18:3w3 0,67 0,06 0,79 0,00 2,92 0,03 0,42 0,00
C20: 1w9 0,64 0,06 0,15 0,00 0,21 0,01 0,08 0,01
C20: 1w7 0,50 0,41 0,35 0,03 0,40 0,01 0,37 0,02
C20: 2w6 0,73 0,04 0,55 0,02 1,48 0,06 0,15 0,02
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PC Saumon PE Saumon
Acides gras sn-1 PCS sn-2 PCS sn-1 PES sn-2 PES
moyenne ET moyenne ET moyenne ET moyenne ET

C20: 4w6 0,71 0,03 8,18 0,47 0,34 0,00 3,90 0,18
C20:3w3 0,10 0,02 0,27 0,03 0,24 0,01 0,36 0,02
C20:5w3 EPA 2,23 0,52 8,37 0,73 1,52 0,05 9,87 0,40
C21:5w3 7,44 0,34 0,37 0,00 0,90 0,00 0,10 0,00
C22:4w6 0,00 0,00 0,06 0,00 0,00 0,00 0,07 0,00
C22 : 5w6 0,42 0,03 0,41 0,01 0,16 0,00 0,55 0,04
C22:5w3 0,69 0,09 3,01 0,03 0,39 0,01 3,43 0,18
C22: 6w3 DHA 5,58 0,46 24,40 1,42 2,50 0,33 45,03 1,43

AGS 53,49 28,57 44,04 18,97

AGMI 22,61 16,82 34,57 14,58

AGPI 23,90 54,60 21,38 66,44

PCS : phosphatidylcholine de saumon, PES : phosphatidyléthanolamine de saumon, sn-1 : acide gras en position
sn-1 du glycérol, sn-2 : acide gras en position sn-2 du glycérol, ET : écart type, AGS : acides gras saturés, AGMI :
acides gras monoinsaturés, AGPI : acides gras polyinsaturés. Les acides gras sont présentés en pourcentage par
rapport aux acides gras totaux.

Le Tableau 4:9 ci-dessous représente les résultats obtenus aprées hydrolyse enzymatique des
fractions PC et PE provenant du Krill. La proportion d’acides gras saturés en position sn-2 est
guasiment identique a celle estérifiée en sn-1, ce qui est trés différent des résultats obtenus
dans le cas du saumon. Cependant le pourcentage d’EPA et de DHA reste trés important en
position sn-2. Il est intéressant de comparer les pourcentages en EPA et DHA retrouvés en
sn-2 dans les PC et PE du Krill, avec les PC et PE du saumon. En effet, le pourcentage de DHA
dans le Krill est plus élevé dans la PE (16,32%) par rapport a la PC (11,94%). Ceci est

également retrouvé dans le cas du saumon ou le DHA atteint environ 45% dans la PE et 24%

dans la PC.
Tableau 4:9 Composition en acides gras de la PC et de la PE de I’huile de Krill (n=3)
PC Krill PE Krill
Acides gras sn-1 PCK sn-2 PCK sn-1 PEK sn-2 PEK
moyenne ET moyenne ET moyenne ET moyenne ET
C12 0,22 0,01 0,41 0,03 0,63 0,16 0,33 0,05
Ci14 1,73 0,17 1,72 0,68 2,94 0,01 5,04 0,60
Iso C15 - - - - 0,12 0,00 0,11 0,01
Ante iso C15 - - - - 0,06 0,00 0,08 0,00
C15 0,20 0,08 0,30 0,09 0,65 0,69 0,38 0,27
Ci15:1 - - - - 0,23 0,05 0,42 0,02
Iso C16 - - - - 0,16 0,00 0,11 0,01
C16 20,53 2,45 26,04 2,31 19,97 3,34 33,38 3,68
C16 : 1w7 0,23 0,05 0,33 0,00 0,19 0,03 0,41 0,04
C16:1w9 1,40 0,09 0,34 0,05 1,67 0,74 6,11 1,02
C16 : 2w6 0,13 0,01 0,21 0,02 4,22 0,59 0,07 0,01
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PC Krill PE Krill
Acides gras sn-1 PCK sn-2 PCK sn-1 PEK sn-2 PEK
moyenne ET moyenne ET moyenne ET moyenne ET

C16:3w3 - - - - 0,06 0,04 0,14 0,00
C16 :4w3 - - - - 6,21 1,99 0,56 0,48
C18 11,44 1,75 7,85 1,18 9,74 1,23 7,00 1,43
C18 :1w9 49,68 2,73 23,21 3,47 20,19 4,76 8,66 1,36
C18:1w7 5,95 0,4 3,94 0,50 1,92 0,78 2,50 0,34
C18:1w5 0,35 0,32 0,23 0,06 0,45 0,14 0,07 0,01
C18:2w6 2,25 0,39 12,66 1,99 6,01 0,34 3,18 0,88
C18:3w4 1,98 0,35 0,30 0,01 3,36 0,61 1,56 0,46
C18:3w3 0,28 0,00 0,51 0,10 3,33 0,46 2,28 0,18
C20:1w9 0,14 0,00 0,39 0,02 0,68 0,02 0,37 0,03
C20: 1w7 - - - - 1,07 0,04 1,10 0,31
C20:2w6 0,25 0,01 0,45 0,02 3,66 0,36 0,89 0,19
C20 : 4w6 0,15 0,03 0,41 0,06 1,71 0,73 0,24 0,00
C20:3w3 0,04 0,00 0,14 0,00 0,87 0,00 0,47 0,04
C20:5w3 EPA 1,18 0,00 7,87 1,13 2,63 0,05 6,94 1,08
C21:5w3 0,23 0,03 0,16 0,02 0,41 0,01 0,53 0,08
C22 :4w6 - - - - - - - -
C22 :5w6 0 0 0,19 0,00 0,13 0,01 0,21 0,03
C22 :5w3 0,16 0,00 0,32 0,03 1,11 0,08 0,41 0,01
C22 : 6w3 DHA 1,39 0,00 11,93 0,30 5,49 0,08 16,31 1,09

AGS 34,13 36,33 34,31 46,45

AGMI 57,78 28,47 26,44 19,67

AGPI 8,08 35,20 39,25 33,87

PCK : phosphatidylcholine de Krill, PEK : phosphatidyléthanolamine de Krill, sn-1 : acide gras en position sn-1 du
glycérol, sn-2 : acide gras en position sn-2 du glycérol, ET : écart type, AGS : acides gras saturés, AGMI : acides
gras monoinsaturés, AGPI : acides gras polyinsaturés. Les acides gras sont présentés en pourcentage par
rapport aux acides gras totaux.

4.1.2.3.3.2 Détermination des espéces moléculaires par spectrométrie de masse

Les especes moléculaires de la PC et de la PE ont été identifiées par HPLC couplée a la MS. La
détection des espéces moléculaires s’effectue en mode négatif. Pour la PC, I'acide formique
ajouté dans la phase mobile va se greffer a la molécule en formant ainsi I'adduit anionique
[PC+formiate] . Dans le mode d’acquisition MS, seules les classes lipidiques de type PC sont
détectées grace au formiate [M+45]". Les masses les plus importantes en termes d’intensité
sont fragmentées. Au niveau du mode d’acquisition MS?, les complexes PC-Formiate perdent
une m/z de 60 (groupement méthyle de la choline et le contre-ion formiate) (Figure 4:9), ce

qui nous permet de confirmer qu’il s’agit bien de classes lipidiques de type PC.
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Figure 4:9 Identification de la phosphatidylcholine

Tous les ions passent au niveau d’acquisition MS? sous condition de perte d’une m/z de 60 ce
qui permet de reconnaitre les espéces moléculaires d’acides gras qui constituent chaque PC.
Les fragments anioniques obtenus correspondent aux acides gras libres et aux Lyso-PC
(Figure 4:10).

Les acides gras libres et les lyso-PC sont identifiés a partir d’'une base de données établie

préalablement, qui comporte les masses de tous les acides gras et des lyso-PC.

175



Résultats et discussion

Krill-PC-5gL-mode_profile-S2 #1154-1257 RT: 6.93-7.56 AV: 43 SB: 37 6.66-6.86,7.69-7.97 NL: 7.57E3
F: ITMS - p ESI Full ms [500.00-2000.00]

824.58
e M+45) = 824,58
3 <—- + =
6000 ( ) 4
5000 850.58
> E
‘2 4000 814.58
C — .
g 4 Niveau 1: MS
< 3000 85150
2000
3 852.50
10005 526.50 796.58 906.33
ok | 56258 726.67 M m 984.67 1188.58 130558 1358.58  1553.42 g0 165758 174375 184517 1969.75
L e e s e e B e e e e e B e ) B B B B o |
500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000

wavelength (nm)

Krill-PC-5gL-mode_profile-S2 #1154-1258 RT: 6.94-7.45 AV:4 SB: 1 6.66-6.86,7.69-7.97 NL: 4.39E3
F: ITMS - ¢ ESI d Full ms2 824.57 @cid40.00 [215.00-1660.00]

764.34
4000
3500
30005 (M-60) =764,34 ——>

2 =

£25005

s =

2 2000

= E . 2
15007 Niveau 2: MS
1000
500

B 301.15  438.39 480.36 524.33 595.47 733.31 | 774.42 1240.35 1367.57 1461.76

G\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\

00

400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600
m/z
Krill-PC-5gL-mode_profile-S2 #1154-1258 RT: 6.94-7.46 AV:3 SB: 1 6.66-6.86,7.69-7.97 NL: 2.26E2

F: ITMS - ¢ ESI d Full ms3 824.47 @cid40.00 764.32@cid40.00 [200.00-1540.00]
301.22

200 ; :
1 <&——Acide gras libre
150
- 255.2
2z b 55.25
g 480.29
2100
- . 3
. <—— Lyso-PC Niveau 3: MS
507
] 2039 46224 52023 1536.10
(I \‘\\\\\\\\\“\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500

m/z

Figure 4:10 Récapitulatif des étapes d’identification de la PC

D’autre part, l'identification de la PE se base essentiellement sur les standards de PE. En
effet, le temps de rétention des standards permet de déterminer le pic approprié a la PE puis
le mode d’acquisition « MS full scan » permet de faire ressortir les différentes masses de PE

existantes (Figure 4:11).
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Figure 4:11 Etapes d’identification de la PE par LC-MS

La fragmentation des PE [M-H] (Figure 4:12) donne naissance a des ions correspondant a

des acides gras et des lyso-PE. Contrairement a l'identification de la PC, nous n’avons pas
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d’étape de détermination de la classe PE. La reconnaissance de la PE passe exclusivement

par I'identification des masses [M-H] des fragments d’ions provenant de PE.

o CH,— O0—C—Ri

R2—C—O0—CH

CH, — O0— p—0—CH,CH,N(CH,),

0]

Figure 4:12 Identification de la PE

Les acides gras libres et les lyso-PE sont identifiés a partir d’'une base de données établie
préalablement, qui comporte les masses [M-H] de tous les acides gras et des lyso-PE.

Les résultats obtenus des acides gras des PC et PE sont représentés dans le tableau suivant
(Tableau 4:10). Concernant la PC de saumon, les espéces retrouvées sont comparées avec
celles obtenus par Sautot et al., (2011), qui mettent en évidence la présence de 20 especes
de PC. Dans notre échantillon, 5 espéces de PC-saumon sont identifiées avec des espéces
majoritaires composées de PC-16:0 / 22:6 (19,18%) suivie de la PC-22:6 / 22:6 (14%) (Sautot
et al., 2011). Des études menées par Miller et al., (2006) sur les phospholipides extraits de
filet de saumon (Salmo salar), ainsi que par Winther et al., (2011) sur la phosphatidylcholine
de Krill mettent en évidences de nombreuses espéces moléculaires similaires a nos résultats.
Les travaux de Winther et al., (2011) ont mis en évidence la présence de 58 especes
moléculaires de PC de Krill dont certaines caractéristiques du plancton (Winther et al.,
2011). Miller et al., (2006) ont détecté 12 especes de PC et 13 especes de PE pour le saumon
(Miller et al., 2006).
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Tableau 4:10 Espéces moléculaires des PC et PE provenant du saumon et du Krill (n=3)

Sources de Classe des masse Espéces % sn-2 sn-1
phospholipides phospholipides moléculaires

806,5 16:0 / 22:6 19,18 | 22:6 16:0

18:1 /20:5 6,81 18:1 20:5

PC 832,5 18:1/22:6 49 22:6 18:1

852,5 20:5/22:6 11 22:6 20:5

878,5 22:6 /22:6 14 22:6 22:6

701,5 18:1 /15:1 6 15:1 18:1

715,5 16:1/18:1 2,7 16:1 18:1

CPLP de saumon 17:1/17:1 2,3 17:1 17:1

717,5 18:1/16:0 6,5 16:0 18:1

PE 729,5 18:1/17:1 7 17:1 18:1

737,5 20:5 /16:0 10 20:5 16:0

763,5 22:6 /16:0 26,4 22:6 16:0

18:1 /20:5 15,04 | 20:5 18:1

789,5 22:6 /18:1 16 22:6 18:1

791,5 22:6 /18:0 11,5 18:0 22:6

732,5 16:0 / 16:1 0,85 16:0 16:1

14:0 / 18:1 0,65 14:0 18:1

752,5 20:5/14:0 5 20:5 14:0

754,5 16:0 /18:4 4,5 16:0 18:4

780,5 16:0 / 20:5 31 20:5 16:0

792,5 15:0 / 22:6 2,62 22:6 15:0

20:5/17:1 1,48 20:5 17:1

PC 806,5 16:0 / 22:6 12 22:6 16:0

20:5 /18:1 8,12 20:5 18:1

818,5 17:1/22:6 3 22:6 17:1

826,5 20:5/20:5 5 20:5 20:5

832,5 18:1/22:6 55 22:6 18:1

. . 852,5 20:5/22:6 11 20:5 22:6

Oemine Krill 864,5 22:6 /21:6 35 | 22:6 | 21:6

878,5 22:6 /22:6 6 22:6 22:6

689,5 18:1 /14:0 0,88 14:0 18:1

16:0 / 16:1 1,12 16:0 16:1

717,5 18:1/16:0 6 16:0 18:1

737,5 20:5/16:0 20,5 20:5 16:0

763,5 16:0 / 22:6 19,9 22:6 16:0

PE 18:1 /20:5 13,5 20:5 18:1

775,5 22:6 /17:1 8 22:6 17:1

789,5 18:1/22:6 16 22:6 18:1

835,5 22:6 /22:6 7 22:6 22:6

869,5 18:1/28:8 3 28:8 18:1

889,5 28:8 / 20:5 4 28:8 20:5

4.1.2.4 Suivi de I'oxydation de la partie lipidique du CPLP en fonction du temps et du

mode de conservation

Cette étude nous a permis d’évaluer la résistance des lipides totaux du CPLP face a

I’oxydation en comparaison avec I’huile de saumon (co-produit de I'extraction du CPLP). Les

179



Résultats et discussion

conditions de stockage sont choisies de maniere a accélérer le processus d’oxydation des
échantillons sur 45 jours de stockage a 30°C. Les échantillons ont donc été stockés sous air et
sous atmospheére inerte (azote). Le suivi de I'oxydation a été effectué par spectroscopie
infrarouge en se basant sur I’évolution de la bande 3010 cm™ qui correspond aux doubles

liaisons éthyléniques (Guillen and Cabo, 2000) (Figure 4:13).
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4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Longueur d’'onde cm™

Figure 4:13 Evolution en fonction du temps des lipides totaux du CPLP par spectroscopie infrarouge
(FTIR)

Les pics du spectre au niveau de 3010 cm™ ont été présentés dans la Figure 4:14. Les
résultats obtenus montrent que quelque soit le conditionnement, les lipides totaux sont plus
stables face aux phénomeénes d’oxydation en comparaison avec I'huile de saumon qui
commence a se déstabiliser au bout de 30 jours de stockage sous air. D’autre part, I’huile de
saumon reste également tres stable sous azote. Il est trés important de noter qu’il n’y a pas
eu d’ajout d’antioxydant dans les échantillons testés et leur stabilité est due en partie a leurs
antioxydants intrinséques (tocophérol et astaxanthine). Ces résultats obtenus ont été
confirmés par d’autres techniques permettant d’évaluer I'oxydation des lipides comme le
dosage des diénes conjugués par spectrophotométrie et le calcul de l'indice de polyénes

(EPA+DHA/C16) en fonction du temps (Belhaj et al., 2010). Les résultats de cette étude
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montrent une stabilité accrue des lipides totaux contenant des lipides polaires,

naturellement riches en AGPI-LC.

- 0,60
0,60 Stockage & 30°C -| (d) Stockage & 30°C
(C) sous air sous azote
0,50 X 0,50 X
XX—Xy .
0,40 X XXX —Xx—y 0,40 x >K>K—>K)K—)10K—)p;(\x
3 (0]
€ 0,30 - =N £ 030 -
£ 8
2 0,20 - 8020 -
< <
0,10 - 0,10 -
0,00 T T T T T T T T 1 0100 T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Temps de conservation (jours) Temps de conservation (jours)

Figure 4:14 Suivi de I’évolution des doubles liaisons cis aux alentours de 3010 cm™ des lipides
totaux du CPLP ( —*—) comparé a 'huile de saumon ( )

4.1.3 Caractérisation de la partie peptidique du CPLP

L'hydrolyse enzymatique des protéines des tétes de saumon permet I'obtention d’un
hydrolysat peptidique avec des propriétés fonctionnelles intéressantes sur le plan industriel,
notamment en ce qui concerne la solubilité (Chalamaiah et al., 2010; Kristinsson and Rasco,
2000). Il est en effet intéressant de constater que la fraction d’hydrolysats peptidiques
présente une solubilisation instantanée apres étape de centrifugation permettant d’éliminer
la fraction lipidique et le CPLP. L’hydrolysat protéique soluble obtenu comme co-produit de
I’extraction du CPLP contient une grande quantité d’azote total de 11,86 g d’azote/100g de
poudre. Des résultats similaires sur des hydrolysats de saumon ont été obtenus par
Gbogouri et al., (2006). Le CPLP contient une fraction protéique plus dense liée fortement a

une fraction lipidique composée principalement de lipides polaires.
4.1.3.1 Composition physicochimique des hydrolysats protéiques du CPLP

Le CPLP contient une teneur en azote totale de 13,1 g d’azote/100 g et 3,5 % d’azote non
protéique (précipité au TCA a 15%). Ces résultats sont en accord avec I'étude réalisée par
Gbogouri (2005) qui a retrouvé une teneur équivalente de 82,3% en protéines (x 6,25) dans
I’hydrolysat de tétes de saumon (Gbogouri, 2005). Le CPLP solubilisé dans de I’eau, conduit a
une teneur en protéines solubles de 32,33% en raison de son degré d’hydrolyse peu élevé

(DH < 12%) (Tableau:4:11).
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Tableau:4:11 Teneur en azote total de I’hydrolysat peptidique et du CPLP obtenus apres hydrolyse
enzymatique des tétes de saumon

g de NT/100g de poudre | équivalent protéique (%)
Moyenne ET Moyenne ET
Azote total CPLP 13,10 0,18 81,88 1,31
Azote non protéique précipité au TCA a 15% 3,50 0,06 - -
Azote total (partie soluble dans I'eau distillée) 5,17 0,12 32,33 0,87
Azote totajl de I'hydrolysat protéique soluble 11,86 0,24 i i
(co-produit)

NT : azote total

Dans le but de déterminer la granulométrie de la fraction « lourde » du CPLP, nous avons
analysé la distribution de taille des particules solubilisées dans I’eau distillée a 0,5%. Sur 12
répétitions, nous avons obtenu une distribution de taille variant de 16 a 59 um avec une

taille moyenne de 90 um (Figure 4:15).

Intensité

0 —+ T - T T 1
0 20 40 60 80
Diameétre des particules en um

Figure 4:15 Distribution de taille des particules de CPLP solubilisé dans I'eau distillée

4.1.3.2 Détermination de la taille des peptides en SDS-PAGE

Nous nous sommes ensuite intéressés a la détermination, par SDS-PAGE, de la taille des
peptides solubles issus de I'hydrolyse peptidique (CPLP) solubilisé dans I’eau distillée a 0,5%,
puis centrifugé. Des marqueurs de taille variant de 7 a 175 kDa ont été utilisés pour
identifier la taille des peptides solubles. Les résultats obtenus (Tableau 4:15) montrent que

la majorité des peptides de la partie soluble ont une taille inférieure a 7 kDa.
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Figure 4:16 : Photo du gel d’électrophorése obtenu

4.1.3.3 Identification des acides aminés

Les compositions en acides aminés des protéines du CPLP total, du CPLP soluble a 0,5% dans
I'eau distillée, du culot obtenu aprés centrifugation du CPLP solubilisé et de I’hydrolysat

soluble (co-produit de I’"hydrolyse enzymatique) sont présentées dans le Tableau 4:12.

Tableau 4:12 Composition en acides aminés de différentes fractions peptidiques provenant de
I’hydrolyse enzymatique des tétes de saumon

Acides aminés CPLP total Hydrolysat co-produit CPLP soluble CPLP culot
nmole/mg % nmole/mg % nmole/mg % nmole/mg | %
ASN 606,49 11,44 341,44 8,5 656,52 11,41 197,02 13,22
GLU 713,83 13,47 418,17 10,41 782,82 13,6 185,69 12,46
SER 290,26 5,48 152,63 3,8 286,47 4,98 89,75 6,02
GLY 822,5 15,52 747,58 18,6 1156,45 | 20,09 154,8 10,39
HIS nq nq 22,93 0,57 nq nq nq nq
ARG 369,15 6,96 2439 6,07 382,04 6,64 94,84 6,36
THR 324,2 6,12 260,78 6,49 343,31 5,97 94,6 6,35
ALA 578,68 10,92 427,64 10,64 620,02 10,77 117,13 7,86
PRO 367,39 6,93 295,16 7,35 498,99 8,67 68,8 4,62
TYR 92,43 1,74 80,95 2,01 64,45 1,12 44,02 2,95
VAL 175,77 3,32 167,62 4,17 147,45 2,56 78,29 5,25
MET 106,07 2 124,4 3,1 89,07 1,55 45,44 3,05
ILE 162,29 3,06 238,42 5,93 188,44 3,27 88,23 5,92
LEU 280,66 5,29 188,79 4,7 228,21 3,97 102,32 6,86
PHE 144,35 2,72 109,29 2,72 99,99 1,74 61,34 4,12
LYS 266,45 5,03 198,77 4,95 210,9 3,66 68,26 4,58

nq : non quantifiable
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Les quatre fractions d’hydrolysats issus du procédé enzymatique présentent
approximativement la méme composition en acides aminés, a I'exception de I'hydrolysat
(co-produit) qui contient de I’histidine, en plus des autres acides aminés. La comparaison des
acides aminés obtenus correspond a la composition classique des hydrolysats de saumon. En
effet, une étude effectuée par Pei et ses collaborateurs (2010) sur des peptides isolés a
partir du saumon kéta (Oncorhynchus keta), a montré que sa composition en acides aminés
est trés proche de celle du CPLP (Pei et al., 2010). Le saumon kéta comporte en plus du CPLP
de I'acide aspartique et de I’hydroxyproline. Les propriétés des peptides marins dépendent
essentiellement de leur composition en acides aminés. Comme indiqué dans la partie
bibliographique, certains acides aminés comme l‘arginine, la proline, I'histidine, la tyrosine
et la lysine présentent une activité antioxydante dont les mécanismes d’action restent peu
connus (Kawashima et al., 1979). Le Tableau:4:13 présente les hydrolysats peptidiques issus
de deux productions différentes, une production récente de 2011 et une production
antérieure de 2006 effectuée pendant I'optimisation de la réaction d’hydrolyse enzymatique
de tétes de saumon. Cette comparaison met en évidence le fait que la composition en acides
aminés est treés proche en termes de pourcentages. Toutefois, nous retrouvons en faible
concentration, en plus des acides aminés communs, la cystéine et le tryptophane dans
I’hydrolyse des tétes de saumon de 2006.

Tableau:4:13 Comparaison de la composition en acides aminés de I’hydrolysat soluble de téte de
saumon (co-produit) avec celui de Gbogouri (2006)

Acides aminés Hyd rol.ysat Hydrol'ysat
(co-produit) 2011 (co-produit) 2006
nmole/mg % nmole/mg %
ASX 341,44 8,5 838 14,56
GLX 418,17 10,41 790,6 13,74
SER 152,63 3,8 287,8 5
GLY 747,58 18,6 848,6 14,75
HIS 22,93 0,57 127 2,21
ARG 243,9 6,07 299,6 5,21
THR 260,78 6,49 253,3 4,4
ALA 427,64 10,64 553,1 9,61
PRO 295,16 7,35 257,5 4,47
TYR 80,95 2,01 146,8 2,55
VAL 167,62 4,17 258,8 4,5
MET 124,4 3,1 118,7 2,06
CYS nq nq 68,6 1,19
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. L. Hydrolysat Hydrolysat
Acides aminés X .
(co-produit) 2011 (co-produit) 2006

ILE 238,42 5,93 191,6 3,33
LEU 188,79 4,7 363,6 6,32
PHE 109,29 2,72 171 2,97
LYS 198,77 4,95 178 3,09
TRP nq nq 1,7 0,03

nq : non quantifiable

4.1.3.4 Protéomique

L'étude de la protéomique d’'un matériel biologique permet, non seulement de suivre le
développement au niveau moléculaire des especes étudiées, mais aussi de mieux
comprendre les mécanismes d’action des médicaments employés dans le traitement des
maladies actuelles et répandues comme le cancer et les maladies neurodégénératives (Forné
et al., 2010). Dans le but d’identifier les séquences peptidiques porteuses d’'une éventuelle
activité physiologique dans I’hydrolysat de saumon, deux analyses ont été effectuées. Une
analyse qualitative consistant en une premiére injection de 10 pL (1,5 mg/mL) d’hydrolysat
peptidique en spectrométrie de masse LTQ-Orbitrap, nous a permis de faire un screening
des peptides entre 100-10000 m/z. La distribution qualitative des peptides en fonction de
leurs masses analysées par le logiciel Peaks 5.3, nous a révélé la présence de 15998 peptides
avec une masse moyenne de 1139 Da. Cependant, le nombre de peptides retrouvés est tres
élevé et empéche I'aboutissement de I'analyse par les logiciels de détection. L'analyse des
spectres a été effectuée par le module De novo du logiciel Peaks.

Une deuxieme analyse de I’hydrolysat est effectuée dans les mémes conditions de volume et
de concentration d’hydrolysat injecté. Cependant l'intervalle de la masse/charge est fixé
entre 350 et 10000. Cette analyse permet donc de détecter 6991 composés. L'identification
de protéines, a l'origine de ces peptides détectés, est réalisée dans un premier temps a l'aide
du moteur de recherche Mascot contre la base de données NCBInr_Chordata (NCBInr 326,
01/06/2011, chordata = 1377435 seq). Le score d’une protéine représente le seuil de
significativité établi pour qu’une protéine soit retenue et par conséquent identifiée. La
moyenne des scores de degré de confiance pour chaque acide aminé proposé permet de
filtrer les peptides présentant un score inférieur a la limite fixée. Ainsi, une protéine est

identifiée si elle posséde au moins un peptide dont le score est supérieur au seuil de
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signification (score >59, p<0.04). Une analyse du taux de faux positif est réalisée en paralléle

(FDR, False Discovery Rate). Ainsi, ces criteres d’identification assurent la pertinence des

résultats obtenus. Les résultats de l'identification des protéines sont récapitulés dans le

Tableau 4:14 ci-dessous, qui présente 27 protéines natives reconnues dans le CPLP et par

conséquent dans la téte de saumon.

Tableau 4:14 Récapitulatif de I'ensemble des protéines identifiées dans NCBInr_Chordata avec le

moteur de recherche Mascot

i:i‘:g:}:: Description S:;);e Masse
1 collagen 1al1 [Oncorhynchus mykiss] 516 | 137032
2 collagen a3 (l) [Oncorhynchus mykiss] 144 | 137672
3 myosin regulatory light chain 2 [Salmo salar] 130 18983
4 type | collagen alpha 2 chain [Oncorhynchus keta] 123 | 125883
5 collagen alpha-2 (1) chain precursor [Oncorhynchus mykiss] 123 | 126908
6 actin, alpha cardiac muscle 1 [Xenopus laevis] 116 41989
7 RecName: Full=Actin, cytoplasmic 116 | 41678
8 type | collagen alpha 2 chain [Oncorhynchus keta] 114 | 126367
9 glyceraldehyde phosphate dehydrogenase [Oncorhynchus mykiss] 107 36251
10 PREDICTED: §arcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 1-like 100 | 109950

isoform 1 [Ailuropoda melanoleuca]
11 collagen 1a [Salmo salar] 96 34995
12 PREDICTED: POTE ankyrin domain family member | isoform 1 [Pan 95 121142

troglodytes]
13 sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 1A [Makaira nigricans] 95 108710
14 ZEE\I?EI;T;?: similar to calcium-transporting ATPase [Monodelphis 95 116130
15 ATPase, Ca++ transporting, cardiac muscle, slow twitch 2 [Xenopus laevis] 91 109403
16 myosin heavy chain [Oncorhynchus keta] 83 222016
17 myosin, heavy polypeptide 2, fast muscle specific [Danio rerio] 83 221742
18 myosin heavy chain fast skeletal type 3 [Hypophthalmichthys molitrix] 81 221713
19 fast skeletal myosin heavy chain isoform mMYH-11 [Oryzias latipes] 81 221614
20 sarcoplasmic reticulum Ca2+ ATPase Mt-SERCA2 [Molgula tectiformis] 76 109966
21 glycogen phosphorylase, muscle form [Salmo salar] 74 97423
22 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase [Dicentrarchus labrax] 72 35870
23 enolase 3-2 [Salmo salar] 72 47257
24 myosin light chain 1-1 [Salmo salar] 67 20988
25 Troponin C, skeletal muscle [Salmo salar] 66 18227
26 RecName: Full=Collagen alpha-2 () chain 65 127567
27 Nucleoside diphosphate kinase A [Salmo salar] 60 17081

PREDICTED : Similaire a la protéine identifiée ; cependant la détection de la masse de cette protéine prouve bien
son existence dans le CPLP

Généralement, un certain nombre de protéines homologues sont susceptibles de partager

les mémes peptides identifiés. Ces protéines redondantes sont automatiquement
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regroupées et ne sont donc pas initialement affichées dans le tableau de résultats. Les
protéines au sein d'un groupe sont classées en fonction de leur score puis en fonction de
leur couverture de séquence par celles des peptides identifiés. La protéine en téte d'un
groupe devient la protéine référence (master protein) et est affichée par défaut dans le
tableau de résultats. La taxonomie reliée a la protéine identifiée ne correspond pas
forcément au saumon (Salmo salar) mais a d’autres especes contenant une protéine
homologue avec une légere différence. D’autre part, les résultats obtenus sont également
analysés par deux modules différents du logiciel Peaks Studio ; Peaks DB et inChorus 3.5. Le
tableau de résultats d'identification effectué par le module Peaks DB n'est pas présenté car il
faudra retenir I'analyse InChorus (ci-apres) qui combine avantageusement les résultats
d'identification de Peaks DB et de Mascot. En effet, InChorus utilise un modéle probabiliste
afin de combiner les résultats d'identification de peptides de plusieurs moteurs de
recherche, en l'occurrence dans cette analyse : Mascot 2.2.07 et Peaks DB. Les résultats de

cette analyse combinée sont représentés dans le Tableau 4:15 retrouvé ci-dessous.

Tableau 4:15 Récapitulatif de I'ensemble des protéines identifiées dans NCBInr_Chordata avec le
module InChorus combinant les moteurs de recherche Peaks DB et Mascot

Gprs:zii:: Description S:;);e Masse
1 Collagen 1al [Oncorhynchus mykiss] 99,21 | 137117
2 Fast myotomal muscle actin [Salmo salar] 99,17 | 41932
3 Collagen alpha-2(l) chain precursor [Oncorhynchus mykiss] 99,14 | 126985
4 Type | collagen alpha 2 chain [Oncorhynchus keta] 99,13 | 126443
5 Myosin heavy chain [Oncorhynchus keta] 99,05 | 222153
6 Creatine kinase-2 [Salmo salar] 98,87 | 39470
7 Collagen a 3(l) [Oncorhynchus mykiss] 98,84 | 137758
8 Collagen 1a [Salmo salar] 98,69 | 35016

PREDICTED: sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 1-like

9 isoform 2 [Ailuropoda melanoleucal 98,47 | 109208
10 Glyceraldehyde phosphate dehydrogenase [Oncorhynchus mykiss] 97,89 | 7035481
11 Myosin regulatory light chain 2 [Salmo salar] 97,79 | 18996
12 Glycogen phosphorylase, muscle form [Salmo salar] 97,67 | 97485
13 Nucleoside diphosphate kinase A [Salmo salar] 84,25 | 17092
14 Troponin C, skeletal muscle [Salmo salar] 81,75 | 18239
15 Enolase 3-1 [Salmo salar] 81,6 |47246
16 Hemoglobin subunit beta [Salmo salar] 70,85 | 16124
17 Parvalbumin beta-1 [Salmo salar] 66,48 | 11901
18 Unnamed protein product [Oikopleura dioica] 65,23 | 140061
19 Histone cluster 2, H2ab [Danio rerio] 59,52 | 13631
20 Hemoglobin subunit beta-1 [Salmo salar] 61,73 | 16016
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Gp:‘::zii:: Description S;:;;e Masse
21 Unnamed protein product [Tetraodon nigroviridis] 61,63 | 351956
22 Adenylate kinase [Salmo salar] 61,61 | 21288
23 Myosin, light polypeptide 3-1 [Salmo salar] 58,05 | 21001
24 Alpha-globin [Salmo salar] 55,94 | 15142
25 Collagen type | alpha 3 chain [Dicentrarchus labrax] 51,66 | 137004
26 L-lactate dehydrogenase A chain [Salmo salar] 50,9 |36327

4.2 Effet des fractions lipidique et peptidique du CPLP sur I'anxiété et le stress

oxydant

4.2.1 Suivi pondéral des souris en fonction du régime administré

Durant la période de traitement, les souris ont été pesées a JO, J4, J8 et J12 dans le but de

suivre 'effet des produits administrés (lipides totaux du CPLP, hydrolysat du CPLP et du

complexe total), a deux doses différentes, sur le poids des animaux. La distribution des

données relatives au poids des animaux est non paramétrique, ce qui nous amene a utiliser

le test de Kruskal Wallis pour analyser les données. Le test de Mann-Withney est ensuite

utilisé pour comparer, deux a deux, les différents groupes.

Dose 1: Le test de Kruskal Wallis révele qu’aucun traitement n’affecte le poids des souris a

J0, J4, J8 et J12 comparé aux controles (Tableau 4:16).

Tableau 4:16 Médianes et interquartiles relatifs au suivi pondéral des souris traitées et des souris

controles (n=10) pendant 14 jours de traitement avec la dose 1

Groupes
Variables
Controle Hydrolysat Lipides Complexe
36,9 371 37,6 37,1
Poids JO (g)
(35,3-38,4) (36,0 -38,2) (35,8 -39,2) (36,0 —39,0)
38,6 38,3 39,1 39,3
Poids J4 (g)
(37,0—-39,3) (37,3-39,4) (37,5-39,6) (37,6 —40,7)
39,1 38,9 39,4 39,5
Poids J8 (g)
(38,2-40,1) (38,4-39,6) (37,7-41,3) (39,0-41,0)
39,1 39,1 39,7 39,8
Poids J12 (g)
(38,1 -39,8) (38,4 -40,2) (38,5 -40,7) (38,2-41,7)

Dose 2: Le test de Kruskal Wallis effectué a montré que les traitements ont un effet

significatif a JO (H =8.666 ; p =0,0341) et a J4 (H= 11,926 ; p = 0,0076), a | ‘inverse de J8 (H =

5,289 et p = 0,1512), et J12 (H = 4,076 ; p = 0,2533). Quelque soit le produit administré, le
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test de Mann-Withney réalisé a postériori ne montre pas d’effet significatif a JO. Cependant,
a J4, le test de Mann-Withney permet, de mettre en évidence le fait que I’hydrolysat et les
lipides aient un effet de retardement de la prise de poids des souris jusqu’a J4 (Tableau
4:17). Dans la littérature, I’hydrolysat peptidique présente un effet de satiété qui peut
expliquer le retardement de la prise de poids (Greenough et al., 1998). Par ailleurs, |'effet de

retardement de la prise de poids dans le cas du régime lipidique reste non expliqué.

Tableau 4:17 Médianes et interquartiles relatifs au suivi pondéral des souris traitées et des souris
controles (n=10) pendant 14 jours de traitement avec la dose 2

Groupes
Variables
Controle Hydrolysat Lipides Complexe
38,7 37,5 37,8 39,8
Poids JO (g)
(37,0-40,3) (36,1 -38,9) (37,2-39,6) (40,0 -42,5)
40,9 37,55 ** 37,7 * 39,8
Poids J4 (g)
(39,7-42,1) (36,7 —38,9) (36,7 —39,6) (39,3-41))
40,6 38,6 38,7 40,2
Poids J8 (g)
(39,5-42,3) (36 —40,5) (38,0 -41,2) (39,1 -40,7)
40,5 39,9 39,2 41,3
Poids J12 (g)
(39,5-42,0) (39,1 -40,4) (38,2 -41,5) (40,0 -42,1)

4.2.2 Etude comportementale : Evaluation de I’effet des traitements sur I’anxiété.
4.2.2.1 Evolution des variables permettant de détecter un effet anxiolytique

L’effet anxiolytique-like d’'un produit est mis en évidence par I’évaluation de variables qui
permettent de discriminer 'anxiété dans des tests comportementaux. Les tableaux ci-
dessous, présentent les variables que nous avons utilisées ainsi que leur évolution dans le
cas d’'une diminution de I'anxiété. Afin de valider les différents tests, un groupe de souris
(n=8) a été traité avec un anxiolytique de référence, le diazépam (1,5 mg/kg per os) (Tableau

4:18 et Tableau 4:19).
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Tableau 4:18 Evolution des variables liées a la diminution de I’anxiété

% Temps
Latence Tentatives % Entrées
cumulé
L’anxiété diminue
Labyrinthe en croix Diminution | Diminution | Augmentation | Augmentation
quand...
Chambre claire- L’anxiété diminue
Diminution | Diminution | Augmentation | Augmentation
obscure quand...

Latence : temps en seconde au bout duquel la souris entre pour la premiére fois dans un bras ouvert;
Tentatives : nombre de tentatives d’entrée de la souris dans les zones anxiogénes ; % Entrées : pourcentage du
nombre d’entrées effectuées par la souris dans les zones anxiogéenes; % Temps cumulé : pourcentage des temps

cumulés durant lesquels la souris se trouve dans les zones anxiogenes ; *p < 0,05 ; **p < 0,01 ; ***p < 0,001

Tableau 4:19 Evolution des variables liées a la diminution de I’anxiété

Planche a trous

Temps cumulé dans la

zone périphérique (ZP)

Temps cumulé dans la

zone médium

Nombre de trous

explorés

L’anxiété diminue

quand...

Augmentation

Diminution au profit de

ZP

Augmentation

4.2.2.2 Tests comportementaux

4.2.2.2.1 Dose aigiie a JO

4.2.2.2.1.1 Labyrinthe en croix surélevé

En plus des quatre variables utilisées dans I'étude de I'anxiété (Tableaul:3), le nombre
d’entrées dans les bras fermés (BF) est également noté comme indicateur indirect de
I’activité locomotrice.

Dose 1: Une ANOVA a 1 facteur réalisée pour traiter les résultats obtenus, révéle un effet
significatif des traitements sur le temps de latence, les tentatives et le temps cumulé passé
sur les bras ouverts (BO). Le test a postériori de Fischer est, par conséquent, réalisé et révéle
que les lipides (p = 0,0292) ont un effet mais, peu significatif sur le nombre de tentatives

d’entrée de la souris dans les BO (Tableau 4:20).
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Tableau 4:20 Moyenne et écart a la moyenne des variables évaluant I’anxiété grace au test du
labyrinthe en croix chez des souris traitées et sur le groupe contréle (n=10) par la dose 1 a JO

Groupes
Variables
Controle Hydrolysat Lipides Complexe Diazépam
60,1+6,4
Latence (s) 135,9+ 18,8 118,5+18,1 140+ 19,3 121,9+ 20,6 .
3,9+0,8 0,5+0,2
Tentatives 6,9+1,2 48+1,1 55%0,9
* %k ok
Entrées BF 7,6+0,7 7,1+0,7 6,7+1,3 8,3+0,9 9,9+0,9
% Entrées BO 10,7+5,6 18,2+6,0 16,0+5,8 16,1+4,3 27,0+1,2
29,1+5,7
% Temps cumulé BO 6,7+4,7 13,6 £4,9 9,3%+4,2 10,9+3,4
k%

Latence : temps en seconde au bout duquel la souris entre pour la premiére fois dans un bras ouvert;
Tentatives : nombre de tentatives d’entrée dans les bras ouverts effectuées par la souris ; Entrées BF : nombre
de fois que la souris entre dans un bras fermé ; % Entrées BO : pourcentage du nombre d’entrées effectuées par
la souris dans les bras ouverts par rapport aux nombres d’entrées dans les bras fermés ; % Temps cumulé BO :
pourcentage des temps cumulés durant lesquels la souris se trouve dans les bras ouverts par rapport au temps
passé dans les bras fermés ; *p < 0,05 ; **p < 0,01 ; ***p < 0,001

Nous pouvons donc conclure qu’une dose unique de CPLP (dose 1) ne diminue pas
significativement I'anxiété chez les souris quelque soit le traitement administré.

Dose 2 : L’ANOVA a 1 facteur révele que les traitements ont un effet significatif sur le temps
de latence, sur les tentatives, sur le pourcentage d’entrées dans les BO et sur le pourcentage
de temps cumulé passé dans les BO. Ces résultats nous ont permis d’effectuer le test a
postériori de Fischer qui révele d’une part que I’hydrolysat réduit significativement le temps
de latence des animaux (p = 0,0093) suivi en deuxiéme position par les lipides totaux du
CPLP (p = 0,0479). De plus, I’hydrolysat et le complexe réduisent significativement le nombre
de tentatives d’entrée dans les bras ouvert (respectivement p = 0,0025; p = 0,0057), alors
gu’avec I’hydrolysat, les lipides augmentent significativement le pourcentage d’entrées dans
les BO (respectivement p = 0,0046 ; p = 0,0060), et le pourcentage de temps cumulé passé
dans les BO (respectivement p = 0,0477 ; p = 0,0322). Il est également a noter qu’aucun des
traitements ne présente un effet significatif sur le nombre d’entrées dans les BF.

Le Tableau 4:21 suivant récapitule la moyenne et I'écart standard a la moyenne des variables
citées ci-dessus et la significativité des résultats. Pour tous les groupes nous avons utilisé un

effectif de n=10 sauf pour le diazépam (n = 8).
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évaluant I'anxiété par le test du labyrinthe en croix a la dose 2 a JO

Tableau 4:21 Moyenne et écart a la moyenne des animaux traités et contréles (n=10) des variables

Groupes
Variables
Controle Hydrolysat Lipides Complexe Diazépam
94,3+17,0 109,9£19,1 44,6 +3,6
Latence (s) 156,1 + 13,3 135,9+19,8
*%k * %k k
8,0+0,8 8,5+1,6 1,4+0,6
Tentatives 13,3+1,3 10,1+1,1
*%k k¥ %k k
9,5+0,8
Entrées BF 52+0,8 56+0,7 7,1+0,8 53+0,7
* 3%k
24,1+5,0 23,5+4,5 13,9+6,5
% Entrées BO 49+22 25,3+2.9
*3%k %k k¥
13,4+34 14,3+45 23,0+5,5
% Temps cumulé BO 2,6+1,4 11,4+5,6
* * * 3k

Latence : temps en seconde au bout duquel la souris entre pour la premiére fois dans un bras ouvert;
Tentatives : nombre de tentatives d’entrée dans les bras ouverts effectuées par la souris ; Entrées BF : nombre
de fois que la souris entre dans un bras fermé ; % Entrées BO : pourcentage du nombre d’entrées effectuées par
la souris dans les bras ouverts par rapport aux nombres d’entrées dans les bras fermés ; % Temps cumulé BO :
pourcentage des temps cumulés durant lesquels la souris se trouve dans les bras ouverts par rapport au temps
passé dans les bras fermés ;*p < 0,05 ; **p < 0,01 ; ***p < 0,001

En conclusion partielle, nous remarquons qu’en aiglie a double dose les traitements agissent
dans le sens d’une diminution de I'anxiété et particulierement I'hydrolysat. Cependant,
I’hydrolysat peptidique de tétes de saumon ne semble pas agir sur I'activité locomotrice, qui
doit étre confirmé par I'Openfield.

4.2.2.2.1.2 L’Openfield

Dans ce test, les deux variables principales étudiées pour évaluer I'activité locomotrice sont:
le nombre de locomotion totale (cases centrales + cases médium + cases périphériques) et le
nombre de redressement.

Dose 1: Le test statistique, de type ANOVA a 1 facteur, ne révele aucune différence
significative entre les groupes traités et le groupe controle, que ce soit au niveau du nombre
de locomotions ou d’explorations verticales des souris. Les résultats de ce test permettant

d’évaluer 'effet stimulant du CPLP sont montrés dans le Tableau 4:22.
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Tableau 4:22 Moyenne et écart a la moyenne des animaux traités et controles (n=10) des variables
évaluant I'activité locomotrice avec le test de I’Openfield a la dose 1 a JO

Groupes
Variables
Controle Hydrolysat Lipides Complexe
Locomotions totales 168,1+£9.5 187,8+11,4 195,8+17,1 176,1£8,0
Redressements 19,5+3,1 23,3122 20,0+4,4 20,3+2,0

Locomotions totales : somme des cases périphériques, médium et centrales traversées par !'animal;
Redressements : nombres de fois ol I'animal se redresse sur ses pattes arriéres réalisant une exploration
verticale

Les traitements a la dose 1, en exposition aiglie, n’ont pas d’effets sur I'activité locomotrice
des animaux traités et sur les controles.

Dose 2 : En doublant la dose de produits administrés aux souris, le test statistique effectué
(ANOVA, 1 facteur) ne fait ressortir aucun effet significatif pour les deux variables que sont la
locomotion totale et le redressement de I'animal dans le dispositif de I'Openfield. La
moyenne et |'écart standard a la moyenne des variables ainsi que la significativité des

résultats, sont récapitulés dans le Tableau 4:23.

Tableau 4:23 Moyenne et écart a la moyenne des animaux traités et contréles (n=10) des variables
évaluant I'activité locomotrice en utilisant le test de I’Openfield a la dose 2 a JO

Groupes
Variables
Controle Hydrolysat Lipides Complexe
Locomotions totales 121,7 +£8,7 159+12.4 143,1+10,4 122,4+19,1
Redressements 17,3+3,5 28,7+3,8 27,1+£5.0 19,6 £3,8

Locomotions totales : somme des cases périphériques, médium et centrales traversées par l'animal;
Redressements : nombres de fois ol I'animal se redresse sur ses pattes arriéres réalisant une exploration
verticale.

Comme pour la dose 1, nous pouvons conclure que les traitements a double dose, en
exposition aiglie ne semblent pas agir sur I'activité locomotrice des animaux traités. En se
basant sur les résultats significatifs obtenus dans le labyrinthe en croix surélevé, nous
pouvons donc avancer que les 3 traitements possedent un caractere anxiolytique-like dans

ces conditions.
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4.2.2.2.2 Apres sept jours de traitement
4.2.2.2.2.1 La planche a trous

Nous allons étudier 3 variables dans ce test; le temps cumulé passé dans les zones
périphérique (zone aversive), médium ainsi que le nombre de trous explorés par la téte de
I’animal.

Dose 1 : Nous avons remarqué un effet significatif de I’"hydrolysat peptidique sur le temps
passé dans la zone périphérique (p = 0,0080) et médium (p = 0,0028), alors que les lipides
influencent significativement le temps passé dans la zone médium (p = 0,0368) et
relativement (présence de tendance) le nombre d’explorations des trous par rapport au
groupe témoin (p = 0,0582). La moyenne des résultats obtenus pour chaque variable ainsi
qgue I'écart standard a la moyenne et la significativité sont représentés dans le Tableau 4:24.

Tableau 4:24 Moyenne et écart a la moyenne des animaux traités et controles (n=10) des variables
évaluant I'anxiété avec le test de la planche a trous ala dose 1 aJ7

Groupes
Variables

Controle Hydrolysat Lipides Complexe Diazépam
. 86,2+9,7 84,9+12,2

Temps passé en ZP (s) 48,9 +12,2 . 53,7+5,2 64,6 +11,4 *
. 70,40 +9,2 83,6 +10,1 83,6 + 10,1

Temps passé en ZM (s) 111,5+ 7,6 - « 95,3 +10,9 N
, 25,0+ 2,6

Nombre de trous explorés 13,5+2,0 14,1+2,4 21,2+4,3 20,6 +2,4 .

Temps passé en ZP : temps passé cumulé dans la zone périphérique ; Temps passé en ZM : temps passé cumulé
dans la zone médium ; *p < 0,05 ; **p < 0,01 ; ***p < 0,001

Sur les deux variables discriminant I'anxiété, nous remarquons que I’hydrolysat peptidique
n‘augmente significativement qu’une seule d’entre elles: le temps cumulé dans la zone
périphérique (ZP). Celle-ci est liée a une diminution du temps passé au niveau de la zone
médium, comparé aux contrdles. Pour les lipides, il ne ressort qu’un effet de tendance au
niveau de la diminution du temps cumulé dans la zone médium.

Dose 2: Les résultats obtenus ne montrent aucun effet significatif sur la variable
d’exploration des trous quelque soit le traitement administré. Ces résultats sont en accord
avec celui obtenu pour le traitement avec le diazépam. Le test de ’ANOVA montre d’autre
part, un effet significatif des produits sur le temps cumulé dans la zone périphérique. L'effet
trés significatif des résultats est également ressorti avec le test a posteriori de Fischer
complexe : p = 0,0087 ; hydrolysat: p = 0,0061 ; lipides: p < 0,0001). Cependant, nous
remarquons que pour la variable « temps cumulé dans la zone médium », seul le CPLP ne
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présente aucun effet significatif (hydrolysat : p = 0,0037 et lipides : p = 0,0001). Le tableau ci-
dessous récapitule les résultats obtenus ainsi que leurs significativités sur les différentes

variables du test de la planche a trous (Tableau 4:25).

Tableau 4:25 Moyenne et écart a la moyenne des animaux traités et contréles (n=10) des variables
évaluant I'anxiété a I'aide du test de la planche a trous a la dose 2 a J7

Groupes
Variables

Controle Hydrolysat Lipides Complexe Diazépam
. 298+71 64,1+ 10,7 81,1+6,6 | 62,5+10,0 | 83,7+6,7

Temps passé en ZP (s) s xx o .
; 97 +£8,8 84,2 +6,0 83,4+7,5

Temps passé en ZM (s) 129,1+7,1 s o 130,4 +30,0 .

Nombre de trous explorés 18,9+ 3,3 20,4+3,6 15,9+2,7 17,4+3,1 25+2,6

Temps passé en ZP : temps passé cumulé dans la zone périphérique ; Temps passé en ZM : temps passé cumulé
dans la zone médium ; Temps passé en ZC : temps passé cumulé dans la zone centrale ; *p < 0,05; **p < 0,01 ;
***p < 0,001

Les résultats obtenus pour la variable relative au temps passé dans la zone périphérique

permettent d’envisager un effet sur I'anxiété de tous les traitements administrés.

4.2.2.2.2.2 Openfield

Dose 1: Le test statistique, de type ANOVA a 1 facteur, ne réveéle aucune différence
significative entre les groupes traités et le groupe contréle, que ce soit au niveau du nombre
de locomotions ou d’explorations verticales des souris.

Les résultats de ce test permettant d’évaluer I'effet stimulant des produits administrés sont

montrés dans le Tableau 4:26.

Tableau 4:26 Moyenne et écart a la moyenne des animaux traités et contréles (n=10) des variables
évaluant I'activité locomotrice par le test de I’Openfield a la dose 1 a J7

Groupes
Variables
Controle Hydrolysat Lipides Complexe
Locomotions totales 129,2+11,9 145,2 +11,1 156,8 + 14,0 144,6 + 11,7
Redressements 16,2+2,9 22.5+1,7 17,5+ 3,1 18,7+1,3

Locomotions totales : somme des cases périphériques, médium et centrales traversées par I'animal;
Redressements : nombres de fois ol I'animal se redresse sur ses pattes arriéres réalisant une exploration
verticale
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Les traitements a la dose 1, apres 7 jours de traitement, nont aucune action sur 'activité
locomotrice des animaux traités et sur les controles.

Dose 2: Le test statistique effectué (ANOVA, 1 facteur) ne fait pas ressortir d’effets
significatifs pour les deux variables que sont la locomotion totale et le redressement de
I'animal dans le dispositif de I'Openfield. La moyenne et I'écart standard a la moyenne des

variables ainsi que la significativité des résultats, sont récapitulés dans le Tableau 4:27.

Tableau 4:27 Moyenne et écart a la moyenne des animaux traités et controles (n=10) des variables
évaluant I'activité locomotrice par le test de I’Openfield a la dose 2 a J7

Groupes
Variables
Controle Hydrolysat Lipides Complexe
Locomotions totales 200,8 £ 65,3 169,4 £ 10,6 166,1 £ 13,5 151,7 £ 8,8
Redressements 20,3+3,4 23,9+2,7 24,5+ 2,7 21,9+1,7

Locomotions totales : somme des cases périphériques, médium et centrales traversées par l'animal;
Redressements : nombres de fois ol I'animal se redresse sur ses pattes arrieres réalisant une exploration
verticale

Comme pour la dose 1, nous pouvons conclure qu’aprés 7 jours de traitement a double
dose, les produits a I'essai ne semblent pas influencer I'activité locomotrice des animaux
traités comparés aux contréles. Ces résultats combinés a ceux obtenus dans le test de la
planche a trous (significatifs), permettent de dégager un effet anxiolytique-like des produits
a I'étude.

4.2.2.2.3 Dose sub-chronique a J 14

4.2.2.2.3.1 La chambre claire-obscure (CCO)

Les variables étudiées lors de ce test sont: le temps de latence de premiere sortie, le
nombre de tentatives de sorties dans la partie éclairée, le nombre de sorties et le temps
cumulé passé dans la partie éclairée.

Dose 1:

Le test de 'ANOVA a 1 facteur, met en évidence un effet significatif des traitements, ce qui
nous permet d’effectuer a posteriori le test de Fischer. Ce dernier nous indique, en
comparant les groupes traités entre eux, que tous les traitements ont des effets
significativement différents sur le temps de latence (complexe : p = 0,0058 ; hydrolysat : p =

0,0079 ; lipides: p = 0,009), les tentatives d’entrée dans chambre claire (complexe : p<
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0,0001; hydrolysat : p = 0,0003 ; lipides: p < 0,0001), le temps d’entrée dans la chambre
claire contréle (complexe : p = 0,0064 ; hydrolysat : p = 0,0281 ; lipides: p = 0,0145) et le
temps cumulé passé dans la chambre claire comparé au groupe témoin (complexe : p =
0,0107 ; hydrolysat : p = 0,0146 ; lipides : p=0,0053). Les résultats et leur significativité sont

présentés dans le tableau suivant (Tableau 4:28).

Tableau 4:28 Moyenne et écart a la moyenne des animaux traités et des controles (n=10) des
variables évaluant I'anxiété dans la chambre claire-obscure a la dose 1 a J14

Variables Groupes
Controle Hydrolysat Lipides Complexe Diazépam
32,1+8,1 32,8+4,9 30,5+5,0 12,8 +2,3
Latence (s) 71,3+18,8
* % * % *% * %k
2,6+0,7 2,2+0,4 1,4+0,3 0,8+0,3
Tentatives 53+0,6
* kK kkk %k k %k k
59+0,7 6,2+0,7 6,6+0,8 6,6+1,5
Entrées CC 3,2+0,6
* % %k k%
49,2+7,2 53,4+6,9 50,5+4,1 56,8 + 14,9
% Temps cumulé CC 21,9+4,5
* * % *% * %

Latence : temps en seconde au bout duquel la souris entre pour la premiére fois dans le compartiment éclairé ;
Tentatives : nombre de tentatives d’entrée la partie éclairée ;_Entrées CC: nombre de fois que la souris est
entrée dans le compartiment éclairé ; % Temps cumulé CC : pourcentage des temps cumulés durant lesquels la
souris était dans le compartiment éclairé par rapport au temps passé dans le compartiment obscur; *p < 0,05 ;
**p < 0,01; ***p <0,001

Apres une exposition de 14 jours a la dose 1, nous observons que tous les traitements
permettent de réduire significativement I'anxiété des souris traitées.

Dose 2 : Contrairement a la dose 1 aprés 14 jours de traitement, les effets précédemment
obtenus aprés 7 jours de traitement a double dose ont disparu au bout de 14 jours de
traitement. En effet pour tous les produits, le test statistique réalisé ne montre aucun effet
significatif sur les variables relatives au test de la chambre claire obscure. Le tableau suivant
présente les résultats obtenus (moyenne, écart standard a la moyenne) en étudiant les

différentes variables du test utilisé (Tableau 4:29)
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Tableau 4:29 Moyenne et écart a la moyenne des animaux traités et contréles (n=10) des variables
évaluant I'anxiété dans la chambre claire-obscure a la dose 2 a J14

Groupes
Variables
Contréle Hydrolysat Lipides Complexe Diazépam
Latence (s) 67,2+22,1 53,0+13,8 52,1+13,2 59,4+19,9 13,8+2,3
Tentatives 1,4+0,5 1,2+0,5 1,404 1,6+0,6 0,6+0,3
Entrées CC 5514 46+0,8 53%0,8 4,1+0,8 55%0,8
% Temps cumulé CC 39,5+7,5 38,7+5,5 44,4 +6,3 335+7,7 50,5+6,1

Latence : temps en seconde au bout duquel la souris entre pour la premiéere fois dans le compartiment éclairé ;
Tentatives : nombre de tentatives d’entrée la partie éclairée ;_Entrées CC: nombre de fois que la souris est
entrée dans le compartiment éclairé ; % Temps cumulé CC : pourcentage des temps cumulés durant lesquels la
souris était dans le compartiment éclairé par rapport au temps passé dans le compartiment obscur.

En conclusion, les traitements administrés a double dose n’ont aucun effet significatif sur la
diminution de I'anxiété chez les animaux.

4.2.2.2.3.2 L’Openfield

Dose 1 : Il napparait aucune différence significative entre les groupes traités et le groupe
contréle, que ce soit au niveau du nombre de locomotions ou d’explorations verticales des
souris (Tableau 4:30).

Tableau 4:30 Moyenne et écart a la moyenne des animaux traités et controles (n=10) des variables
évaluant I’activité locomotrice dans le test de I’Openfield a la dose 1 a J14

Groupes
Variables
Controle Hydrolysat Lipides Complexe
Locomotions totales 123,6 + 13,7 148,7 +17,8 141,6 + 16,8 151,3+11,2
Redressements 12,0+2,5 19,4 +3,7 17,3+3,6 18,6 £ 2,2

Locomotions totales : somme des cases périphériques, médium et centrales traversées par l'animal;
Redressements : nombre de fois ot I'animal se redresse sur ses pattes arriéres réalisant une exploration
verticale

A J14 (dose 1), les traitements n’ont pas d’effet sur I'activité locomotrice des animaux
traités. Ainsi, en tenant compte des résultats significatifs précédents, nous pouvons affirmer
gue les 3 traitements possédent un caractére anxiolytique-like dans ces conditions.

Dose 2 :

Le test statistique effectué (ANOVA, 1 facteur) ne fait ressortir aucun effet significatif pour
les deux variables que sont la locomotion totale et le redressement de I'animal dans le
dispositif de I'Openfield. La moyenne et I'écart standard a la moyenne des variables ainsi

gue la significativité des résultats, sont récapitulés dans le Tableau 4:31.
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Tableau 4:31 Moyenne et écart a la moyenne des animaux traités et contréles (n=10) des variables
évaluant I'activité locomotrice par le test de I'Openfield a la dose 2 3 J14

Groupes
Variables
Controle Hydrolysat Lipides Complexe
Locomotions totales 142,0 £ 18,7 133,1+£12,8 156,1+£16,9 142,0+7,8
Redressements 24,3+4,6 19,78 £ 3,5 25,6 +3,2 21,8+4,0

Locomotions totales : somme des cases périphériques, médium et centrales traversées par l'animal;
Redressements : nombres de fois ol I'animal se redresse sur ses pattes arriéres réalisant une exploration
verticale

Les traitements en dose 2, a J14 ne montrent pas d’effet sur I'activité locomotrice des

animaux traités et controles.

4.2.3 Evaluation par cytométrie en flux du statut oxydant neuronal des souris et de
I’effet cytoprotecteur des régimes administrés

La fluorescence est mesurée en cytométrie pour 8 000 neurones, exprimée en unité

arbitraire. Nous I'avons ramené a la fluorescence par cellule pour effectuer I'analyse

statistique.
4.2.3.1 Evaluation du niveau endogéne de ROS des neurones a J14

Le statut redox endogéne est évalué au niveau des cellules neuronales issues des cerveaux
de souris contréles versus celles provenant des souris traitées avec les 3 régimes pendant 14
jours. La variabilité de la fluorescence est relative aux paramétrages effectués au niveau du
cytomeétre de flux avant chaque utilisation.

Dose 1: Le test statistique effectué (ANOVA a 1 facteur) nous indique que le niveau
endogene de ROS des neurones de souris traitées, ne présente pas de différence
significative, comparé aux neurones de souris contrdles. La moyenne et I'écart type de la

fluorescence pour chaque groupe (n = 8) sont présentés dans le Tableau 4:32.

Tableau 4:32 Valeurs de la fluorescence cellulaire des neurones des souris traitées a la dose 1
pendant 14 jours et celles des controles (n=8), relatives au niveau de ROS endogénes des neurones

Groupes
Variables

Controle Hydrolysat Lipides Complexe

Fluorescence (UA) 1,5+0,2 1,0+£0,1 1,5+0,2 1,2+0,2
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Durant 14 jours, la consommation quotidienne des 3 traitements a simple dose ne permet
pas de diminuer significativement le niveau endogene de ROS dans les neurones des souris
traitées.

Dose 2 :

Les résultats obtenus a double dose, ont été analysés statistiquement par une ANOVA a 1
facteur et réveélent, contrairement a la dose 1, un effet des traitements sur le niveau
endogene des ROS chez les souris traitées par rapport aux souris contrOles. Le test a
posteriori de Fischer nous indique que I’hydrolysat peptidique permet de baisser
significativement le niveau de ROS endogéenes des neurones des souris traitées (p = 0,0070).
D’autre part, les lipides totaux présentent une tendance pour une diminution significative du
niveau de ROS (p =0.054).

Pour cette évaluation, la moyenne et I'écart type de la fluorescence pour chaque groupe (n =
8) est rappelée dans le Tableau 4:33.

Tableau 4:33 Valeurs de la fluorescence cellulaire des neurones des souris traitées et des controles
(n=8), relatives au niveau de ROS endogénes des neurones apreés 14 jours de traitement avec une

double dose
Groupes
Variables
Controle Hydrolysat Lipides Complexe
37,2+1,3 40,4+1,2

Fluorescence (UA) 47,2+4,3 41,0+1,3

%k

t

0,05<t: Tendance < 0,06 ; **p < 0,01

En conclusion partielle, nous avons montré qu’un traitement de 14 jours a I’hydrolysat
protéique du CPLP permet de diminuer significativement le niveau de ROS endogénes des
neurones. Le méme effet est observé en tendance dans le cas du traitement par les lipides

totaux du CPLP.

by

4.2.3.2 Evaluation de l’activité cytoprotectrice des traitements face a une attaque

prooxydante in vitro

Les neurones des quatre groupes de souris traitées pendant 14 jours, aux deux doses ont
subi une attaque oxydative liée a un ajout dans le milieu extracellulaire de concentrations
croissantes de peroxyde d’hydrogéne. L'objectif de cette étude est d’évaluer la capacité de
résistance des neurones face a cette attaque. Cette capacité de cytoprotection est révélée

lorsque la cellule attaquée maintien un niveau de ROS inférieur a celui des cellules contréles.
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Dose 1 : Les résultats présentés dans le Tableau 4:34 ne montrent pas d’effet significatif,
aprées traitement statistique (ANOVA a 1 facteur), entre les neurones contréles et ceux de

souris ayant recu les traitements quelque soit la concentration de H,0, ajoutée.

Tableau 4:34 Moyennes et écarts a la moyenne des valeurs de fluorescence (UA) des neurones des
souris traitées et celles des contrdles (n=8) apres 14 jours de traitement par la dose 1

Groupes
Variables

Controle Hydrolysat Lipides Complexe
[H,0,]=1/10 1,57+0.41 0,93+ 0,08 1,43+0,33 0,93+0,22
[H,0,]=1/8 1,15+0,23 1,33+0,38 1,11+0,30 1,02+0,15
[H,0,]=1/4 1,33+0,21 1,02 +£0,23 1,12 +0,22 1,17 £ 0,27
[H,0,]=1/3 1,10+ 0,23 0,98 +0,12 1,09 £0,22 1,01+0,13
[H,0,]=1/2 1,05+2,1 1,16 £ 0,18 0,89 + 0,09 1,13+0,17

En conclusion partielle, nous relevons que les 14 jours de traitements ne permettent pas de
prévenir de I'accumulation des ROS intracellulaires, engendrée par I'ajout croissant de H,0,.
Dose 2 :

Comme pour la dose 1, nous ne remarquons pas d’effet de cytoprotection des neurones
contre I'attaque croissante de H,0, (Tableau 4:35). En effet, le test de 'ANOVA a 1 facteur
ne permet pas de dégager une différence significative entre les neurones des souris

contrdles et celle des souris traitées quelque soit la concentration de H,0, ajoutée.

Tableau 4:35 Moyennes et écarts a la moyenne des valeurs de fluorescence (UA) des neurones des
souris traitées et controles (n=8) ayant subi des attaques oxydatives par ajout de H,0,, apres 14
jours de traitement avec la dose 2

Groupes
Variables

Controle Hydrolysat Lipides Complexe
[H,0,]=1/10 68,0+5,8 55,3+4,9 60,6 +4,1 59,9+3,9
[H,0,]=1/8 69,0+5,9 57,2+4,1 60,8 £2,3 65,2+6,4
[H,0,]=1/4 72,6t7,1 59,8+5.0 61,9 13,0 59,0+£2,0
[H,0,]=1/3 74,8 +5,9 63,3+4,6 68,0+5,0 62,8+4,6
[H,0,]=1/2 77,4+£6,7 64,2 £ 3,6 71,8+4,3 63,4 £4,0
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Dans le but de dégager un « profil de cytoprotection » a partir des résultats obtenus apres
14 jours de traitement par la dose 2, nous avons tracé des courbes de régression, ce qui
semble pertinent pour les groupes contrdle, lipides et hydrolysat du fait de leur tendance

linéaire dans ces conditions (Figure 4:17).

80 -
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2 70 —4—Contrédle
v 60 1 -
O 50 Lipides
©
L 40 - y= 3,575 x +57,278 R*= 0.9532 —#~Hydrolysat
2 30 1
g 201 y = 2,395 x +50,406 R* = 0.9767
g 10 -

O T T T T T T T T 1

0 172 1 11/2 2 21/2 3 31/2 4 41/2

[H20.]

Figure 4:17 Profil de cytoprotection des traitements lipides et hydrolysat (n=8) a la dose 2 2 J14

D’apres les résultats obtenus, les 14 jours de traitement a la dose 2 ne permettent pas de
réduire significativement la quantité de ROS engendrés par I'attaque prooxydante du H,0,.
Toutefois, I'évolution du nombre de ROS intracellulaires au cours de I'exposition croissante
de H,0, permet de dégager un « profil de cytoprotection » des traitements : hydrolysat et
lipides en tenant compte des courbes de régression (Figure 4:17). En effet, malgré I'absence
de significativité, en chaque point de concentration en H,0,, ces deux traitements agissent
en faveur d’'une diminution de I'accumulation des ROS par rapport au groupe controéle.

Le tableau ci-dessous, regroupe les résultats obtenus dans cette étude comportementale en
plus de I'évaluation du statut endogene des ROS au niveau neuronal, ainsi que I'effet
cytoprotecteur des produits administrés composés de CPLP total, son hydrolysat peptidique

et des lipides totaux (Tableau 4:36).
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Tableau 4:36 : Récapitulatif général des significativités des résultats obtenus suite aux études
effectuées in vivo et in vitro

Groupes
Dose Tests
Hydrolysat Lipides Complexe Diazépam
JO : Labyrinthe croix
NS NS NS ** (4)
(aigiie)
J7 : Planche a trous *(+) *(-) NS *
J14: CCO
(sub-chronique)
J14 : Cytométrie
NS NS NS -
(ROS endogénes)
J14 : Cytométrie
NS NS NS -
(cytoprotection)
JO : Labyrinthe croix
* %k * (+) * 3k k%
(aiglie)
J7 : Planche a trous *(+) **(-) *(+) oxx
J14: CCO
Dose 2 NS NS NS NS
(subchronique)
J14 : Cytométrie
*k t NS -
(ROS endogenes)
J14 : Cytométrie
NS NS NS -
(cytoprotection)

Les étoiles de significativités répertoriées dans ce tableau pour chaque test et chaque groupe ont été obtenues
en faisant la moyenne des significativité des variables discriminantes de chaque test. NS : non significatif ; *p <
0,05; **p < 0,01, ***p <0,001.

Les résultats in vivo ont permis de mettre en évidence un effet anxiolytique-like du CPLP et
de ses composants lipidiques et peptidiques avec un effet dose dépendant. Nous avons
remarqué que chaque produit testé présente une cinétique particuliére, indépendamment
des cinétiques des autres produits (Tableau 4:36). En effet, a la dose 1, dans le cas de
I’'hydrolysat et des lipides, I'effet apparait a partir de J7 et se poursuit jusqu’a J14, par
opposition au complexe dont I'effet est moins progressif et apparait de maniére surprenante
a J14, avec une significativité qui dépasse celle des deux autres traitements (lipides et

hydrolysat).
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D’autre part, dans le cas d’'une administration de la double dose, jusqu’a J7, tous les
traitements sont significatifs et anxiolytiques. Cet effet disparait a J14 pour tous les produits
testés. Dans ce cas, nous pouvons supposer l'apparition d’une habituation de la dose
administrée quotidiennement c’est-a-dire qu’une tolérance s’installe, a partir du 7°™ jour de
traitement. Les résultats obtenus dans cette étude sont en accord avec deux études
récentes (Ferraz et al., 2011; Vinot et al., 2011) qui ont montré, sur des modeles murins, que
I'effet d’'une complémentation en w-3 pendant 3 et 5 mois a permis de diminuer
significativement I'anxiété. Une troisieme étude épidémiologique menée en juillet 2011 par
Kiecolt-Glaser et al., sur 68 adultes volontaires, a démontré que les sujets ayant recu
pendant 12 semaines un complément quotidien en w-3 présentaient une diminution de 14%
de leur anxiété (Kiecolt-Glaser et al., 2011). La corticostérone est une hormone
généralement reliée a un comportement anxieux, a forte concentration (Lorivel et al., 2010).
Ferraz et al., ont démontré en 2011 que la complémentation en w-3 permettait de réduire
significativement la concentration sanguine de cette hormone, diminuant ainsi I'anxiété liée
a un stress exogéne (Ferraz et al., 2011). D’autre part, du fait de la présence de doubles
liaisons, les AGPI-LC-n-3 augmentent la fluidité membranaire facilitant ainsi les transports
transmembranaires (Yehuda et al., 1998), ce qui favoriserait la sécrétion de sérotonine et de
dopamine au niveau de la membrane synaptique (Ferraz et al., 2011). Ces deux
neurotransmetteurs sont en effet étroitement liés a la gestion des troubles anxieux, ce qui
pourrait également expliquer I'effet anxiolytique de ces w-3. Aucune étude n’a permis,
actuellement, de relier la consommation d’hydrolysats peptidiques de poisson au
phénoméne de I'anxiété. Il est donc intéressant de mettre en avant, par le biais des résultats
obtenus, I'effet anxiolytique des hydrolysats peptidiques de poisson et surtout a double
dose en aiglie.

La forme vectorisée du complexe est un atout en faveur d’une activité biologique du fait de
sa capacité a traverser les membranes qui pourrait en partie expliquer son action dans les
mécanismes cellulaires liés a la diminution de I'anxiété.

Les résultats obtenus in vitro ont montré une capacité de prévention de I’hydrolysat
peptidique et des lipides face a 'accumulation de ROS endogenes dans les neurones, en sub-
chronique et a double dose. Ces résultats sont donc en accord avec les différentes études
gui ont mis en exergue les propriétés antioxydantes des hydrolysats protéiques marins (Je et

al., 2005; Wang et al., 2008b). Concernant |’activité antioxydante de la partie lipidique du
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complexe, certains auteurs dont Davis, et al., (2008) proposent un mécanisme d’action par
lequel les acides gras activeraient une protéine membranaire de la mitochondrie, la protéine
découplante UCP2, dont I'une des fonctions serait de maitriser la production de ROS
mitochondriaux, par action sur le transfert d’ions H* dans la chaine respiratoire (Davis et al.,
2008). Toutefois cette théorie est controversée par d’autres auteurs vis a vis du réle de
I'UCP2 et de ses conditions métaboliques de fonctionnement. D’autre part, I'effet
antioxydant de la fraction lipidique totale du CPLP pourrait provenir tout simplement des
antioxydants endogénes de la téte de saumon comme l'astaxanthine et les tocophérols.
Pour appuyer cette hypothése, une étude menée par Mattei et al., (2011) a montré que
I’'astaxanthine, mélangée a I’huile de poisson, présentait de meilleurs résultats sur I'équilibre
de la balance redox cellulaire, comparée a son utilisation seule (Mattei et al., 2011). L’étude
de Bouayed et al., (2008) a démontré une relation entre I'anxiété et le niveau de ROS des
granulocytes. En effet, il a démontré qu’un comportement anxieux entrainait une
augmentation du statut oxydatif cellulaire, et par conséguent une augmentation des ROS
(Bouayed et al., 2008). Toutefois dans notre cas, malgré I'obtention de résultats significatifs
sur la diminution du niveau des ROS in vitro a J14, I'absence d’effet anxiolytique des
traitements hydrolysat et lipides in vivo a J14 ne nous permet pas d’établir une telle relation.
Des études complémentaires a celles-ci portant sur les cellules périphériques (cellules
sanguines) permettraient d’apporter plus d’informations sur I'impact des traitements au
niveau du systeme immunitaire.

4.3 Vectorisation de molécules bioactives

4.3.1 Formulation d’émulsions a base de la fraction lipidique du CPLP, vectrices de

molécules bioactives

Deux molécules lipophiles faiblement biodisponibles, le coenzyme Qo et la curcumine, ont
été vectorisées sous forme d’émulsions formulées a I'aide de lipides d’origine marine

(fraction lipidique du CPLP) et végétale (huile et lécithine de colza).

a

4.3.1.1 Caractérisation de I'huile extraite par voie enzymatique a partir de tétes de

saumon

La fraction lipidique est obtenue a partir du CPLP issu de I'extraction enzymatique de tétes
de saumon. Le Tableau 4:37, ci-dessous, représente la composition compléte en acides gras

contenus dans I'huile de tétes de saumon comparée avec I'huile de filet de saumon (Salmo
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EPA et en DHA, les huiles de saumon ont un rapport n-6/n-3 trés faible.

salar). Les différentes compositions en acides gras des huiles de saumon de différentes
origines sont trés proches notamment pour I'EPA et le DHA qui sont respectivement de 4 et
5%. Une étude portant sur I'extraction de I'huile a partir des tétes de saumon, a montré que

I’huile contenait 8,4% de DHA et 6,1% d’EPA (Mbatia et al., 2010). Du fait de leur richesse en

Tableau 4:37 Différentes compostions en acides gras des huiles de saumon (Salmo salar)
(Pratoomyot et al., 2011) (n=3)

Acides gras Huile de tétes de saumon Huile du filet Huile du filet
(Salmo salar) a (Salmo salar) b

C12 - - -
Ci4 5,01 £0,00 29+0,1 2,9+0,2
Iso C15 0,15+ 0,00 - -
Ante iso C15 - - -

C15 0,33+0,00 - -
Ci5:1 0,06 £ 0,00 - -

Iso C16 - 10,5+0,4 11,1+0,3
C16 15,54 + 0,10 - -
C16: 1w7 0,41 +£0,00 - -
C16 : 1w9 5,73 +£0,00 - -
C16 : 2w6 - - R
C16:3w3 0,33+£0,00 - -
C16:4w3 0,56 £ 0,00 - -

C18 3,32 +£0,00 2,8+0,1 2,8+0,1
C18 :1w9 19,55 +0,20 354+1,0 342+1,2
C18:1w7 2,95 10,00 3,1+0,2 3,3%0,2
C18: 1w5 - - -
C18:2wé6 6,35+ 0,00 12,1+0,5 12,5+0,5
C18:3w4 3,72+0,30 - -
C18:3w3 1,89+0,20 4,0+0,2 4,3+0,3
C18:4w3 - 0,7+0,1 0,7+0,0
C20:1w9 1,50 £ 0,00 53+0,2 3,8+0,2
C20: 1w7 1,05 + 0,00 - -
C20: 2w6 3,03 +0,00 1,0£0,1 1,1£0,1
C20: 4wé6 0,88 £ 0,00 - -
C20:3w3 1,33 +£0,00 - -
C20:3wé6 - 0,4+0,0 0,5+0,1
C20:4w3 - 0,7+0,1 08+0,1
C20:4wb6 - 0,3%£0,1 0,5+0,1
C20: 5w3 EPA 10,10+0,1 3,8+0,3 4,9+0,5
C21:5w3 0,66 +£0,0 - -
C22:1wll - 3,7+0,3 2,0+0,1
C22:4w6 0,43 £0,00

C22:5wé6 0,30£0,00

C22:5w3 3,30£0,00

C22 : 6w3 DHA 11,83+0,10 52+0,9 58+0,5
AGS 24,43 16,8 £0,5 17,4%0,6
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. . N Huile du filet Huile du filet
Acides gras Huile de tétes de saumon (Salmo salar) a (Salmo salar) b
AGMI 31,20 52,6 +1,5 483+1,2
AGPI 44,42 30,5+1,4 343+0,8

a : Nourrit avec des protéines végétales, y compris la farine de tournesol, le gluten de mais, du concentré de
protéines de soja et de féverole ; b : Similaire au régime « a » en plus du gluten de blé. Les acides gras sont
présentés en pourcentage par rapport aux acides gras totaux.

Une analyse des classes lipidiques a été effectuée sur I’huile de saumon par latroscan pour
vérifier sa pureté en triacylglycérols. Les résultats de cette migration dans un mélange
hexane/diéthyl éther (80 : 20 v/v) révéelent la présence d’un seul pic correspondant aux TAG

(Figure 4:18).

mu Chromatosram mich0S10

TAG : 100%

doo o.os oo o.15 oz ozs o.s0 CES 040 045 min

Figure 4:18 Fraction de triacylglycérols de I’huile de saumon extraite par hydrolyse enzymatique de
tétes de saumon (Salmo salar)

L'analyse chimique de I'huile de saumon est présentée dans le Tableau 4:38. Les valeurs
d’indice d’acide, de peroxyde et de saponification sont en accord avec celles présentées par
Gbogouri (2005). Etant inférieur a 6 méq d’0,/Kg d’huile, I'indice de peroxyde de I'huile de
saumon montre que les différentes étapes du procédé d’extraction n’engendrent pas de
réaction d’oxydation. La valeur de l'indice d’acide retrouvé montre que I'huile ne contient
pas d’acides gras libres.

Tableau 4:38 Analyse chimique de I’huile de saumon

Huile de saumon
Indice d’acide (mg kOH / g huile) 0,41 + 0,02
Indice de peroxyde (méq d’O, / kg huile) 1,95+ 0,06
Indice de saponification (mg KOH / g huile) 191,39+ 2,37

L'analyse thermique différentielle de I'huile de saumon révele la présence de deux pics de
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fusion a -18,8°C et a -8,2°C et un pic de cristallisation a -19,9°C. L’huile totale extraite a partir

du CPLP a été caractérisée dans la premiere partie des résultats.

4.3.1.2 Caractérisation physicochimique de I’huile et de la lIécithine de colza

L’analyse de la composition en acides gras de I'huile de colza révele une proportion majeure

en acide oléique (63,03%), acide alpha-linolénique (9,22%) et palmitique (4,54%) (Tableau

4:39).

Tableau 4:39 Composition en acides gras de I’huile et de la lécithine de colza (n=3)

Acides gras | Huile de colza | Lécithine de colza
C12 nd nd
Cc13 nd 0,18+0,01
Cc14 0,0510,00 0,07+0,00
C15 0,02+0,00 0,07+0,00
Cl6 4,54+0,00 7,65+0,02
C17 0,0510,00 nd
C18 1,46%0,00 1,4610,01
Cc20 nd 0,34+0,00
c21 nd nd
Cc22 0,3040,00 0,2940,01
c24 0,1040,00 0,2810,22
AGS 6,51 10,34
Cl4.1 nd nd
Cle6:1 0,2510,00 0,29+0,00
C17:1 0,07+0,00 0,08+0,00
C18:1n9t nd 0,19+0,00
C18:1n9c 63,0310,06 53,75+0,23
C20:1n11c| 1,21+0,01 0,68+0,01
C22:1n9c 0,17+0,01 0,16+0,00
C24:1n9c 0,11+0,00 0,09+0,00
AGMI 64,83 55,20
C18:2n6t nd nd
C18:2n6¢ 18,60+0,01 27,95+0,06
C18:4n3 0,5310,00 nd
C18:3n3 9,22+0,03 6,24+0,05
C20:2n6 0,25+0,02 0,17+0,02
C20:3n6 nd nd
C20:3n3 nd nd
C20:4n6 0,02+0,00 0,04+0,00
AGPI 28,64 34,45
n-3/n-6 0,53 0,22

Les acides gras sont présentés en pourcentage par rapport aux acides gras totaux.
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Il est trés intéressant de noter que dans les échantillons de colza, il y a peu d’acides gras
saturés (6 et 10%) comparé a I'huile de saumon ou les acides gras saturés représentent 20%
des acides gras totaux. Cependant, en comparaison avec la composition en acides gras des
échantillons de saumon (huile et lécithine), décrite précédemment, ces derniers sont plus
riches en EPA et DHA contrairement aux échantillons de colza.

L’huile de colza également analysée par latroscan, est composée de 100% de triacylglycérols

(Figure 4:19).

mu  Chromstosram: MICHO4S1

TAG : 100%

1 1
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Figure 4:19 Fraction de triacylglycérols de I’huile de colza

La lécithine de colza, utilisée en tant que surfactant dans I’émulsion végétale est composée

de 74,8% de lipides polaires contrairement a la lécithine marine (65,5%) (Figure 4:20).

my Chromatogram: michO0Ss3

" _ ] Lipides polaires
Triacylglycérols :
] 74.81%
= 25,19%

Figure 4:20 Classes lipidiques de la lécithine de colza
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Les lipides polaires de la lécithine de colza, séparés dans un solvant polaire, sont composés
de 13,89% de PE et de 11,69% de PC. Les pourcentages des deux fractions retrouvées dans la

lécithine de colza sont plus faibles en comparaison avec la lécithine marine.

D’autre part, les résultats des indices d’acide et de saponification de I'huile de colza ne
dépassent pas les valeurs maximales requises (respectivement 4 et 182-193) (Guillemin,
2006). La valeur obtenue pour l'indice d’acide est tres faible et montre que I'huile de colza
ne contient pas d’acide gras libre et I'indice de peroxyde reste tres inférieure a 6 méq
d’0,/Kg d’huile. (Tableau 4:40).

Tableau 4:40 Analyse chimique de I'huile de colza

Huile de colza

Indice d’acide (mg kOH / g huile) 0,8+0,03

Indice de peroxyde (méq d’O, / kg huile) 2,02 £ 0,02

Indice de saponification (mg KOH / g huile) | 185,95 + 2,86

L'analyse thermique différentielle de I'huile de colza révele un seul pic de fusion détecté a
-17,6°C ainsi qu’un pic de cristallisation a -55,5°C. En effet, en comparaison avec |’huile de
saumon, nous retrouvons que le pic de fusion est proche de celui de I'huile de colza

contrairement au pic de cristallisation qui est complétement différent.
4.3.1.3 Taille des émulsions

L’émulsion marine utilisée pour la vectorisation du CoQ; est composée de 30% de phase
huileuse (huile et de lécithine de saumon). Dans I'étude de la vectorisation de la curcumine,
nous avons formulé des émulsions marine et végétale a 10% de phase huileuse. Les
lécithines représentent 7% de la phase huileuse dans les deux types d’émulsions.

La mesure de la taille des émulsions a été effectuée consécutivement a I'étape de
préparation. Compte tenu du mode de préparation retenu (homogénéisation a haute
pression), la taille des émulsions oscille autour de 160 nanomeétres. Nous remarquons dans
le Tableau 4:41 que la teneur en phase huileuse marine de 10 ou 30%, n’influence pas la
taille moyenne des gouttelettes lipidiques, respectivement de 169 et 164 nm. La taille
moyenne des gouttelettes lipidiques de I'émulsion végétale est de 226,07 nm. En effet, la
taille des émulsions dépend de la nature de I'huile utilisée et du ratio huile/surfactant

(Balakrishnan et al., 2009). Roland et ses collaborateurs (2003) ont montré qu’en diminuant
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la concentration en surfactant dans une émulsion, la taille des gouttelettes lipidiques
augmentait (Roland et al., 2003).

D’autre part, les faibles indices de polydispersité des émulsions montrent que la population
des gouttelettes est monodisperse. La mesure de mobilité électrophorétique permet de
mettre en évidence les répulsions électrostatiques entre les gouttelettes d’huile, qui
influencent la coalescence et la stabilité des émulsions (Cambiella et al., 2007). Dans cette
étude, nous avons tenu compte des valeurs de mobilité électrophorétique (ME) a la place du
potentiel zéta (PZ), car 'équation de conversion de la ME en PZ n’est valable que dans le cas
des particules solides (Cambiella et al., 2007; Nespolo et al., 2001). A la surface des
gouttelettes, les charges dépendent en effet, de la nature de I'’émulsifiant, de sa
concentration, du pH et de la salinité du milieu (Cambiella et al., 2007).

Les valeurs de ME obtenues montrent que les gouttelettes dispersées sont chargées
négativement, du fait de la charge des lécithines qui se positionnent a l'interface eau-huile.
En effet, au pH physiologique, tous les phospholipides des lécithines sont chargés
négativement a I'exception de la PC et de la PE qui sont neutres (Chansiri et al., 1999; Hung

et al., 2007).

Tableau 4:41 Mesure de la taille, de la mobilité électrophorétique et de I'indice de polydispersité
des gouttelettes lipidiques d’une émulsion a base d’huile et de lécithine de saumon vs huile et
lécithine de colza (n=5)

Saumon (30%) Saumon (10%) Colza (10%)
Moyenne ET Moyenne ET Moyenne ET
Taille (nm) 164,94 1,34 169,70 0,73 226,07 2,06
Indice de polydispersité 0,12 0,01 0,16 0,01 0,17 0,01
Mobilité électrophorétique (umcm/Vs) -4,06 0,07 -3,16 0,02 -3,60 0,06

Les résultats de taille obtenus par diffusion dynamique de lumiere, sont confirmés par
microscopie électronique a transmission ou nous pouvons visualiser la distribution de taille

des gouttelettes lipidiques (Figure 4:21).
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i |Microscope Tension d'accélération Horizontal Field Width Grossissement
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Figure 4:21 Photo de microscopie électronique a transmission représentant les gouttelettes
lipidiques de I’émulsion vectrice (30% d’huile de saumon)

4.3.1.4 Stabilité des émulsions en fonction du temps

La stabilité physique des émulsions, stockées a température ambiante, a été suivie en
fonction du temps pendant 30 jours.

Les mesures de taille, de la mobilité électrophorétique et de l'indice de polydispersité
montrent globalement une grande stabilité pour les trois types d’émulsions (Tableau 4:42).
En effet, la valeur de potentiel zéta (valeur convertie a partir de la mobilité
électrophorétique) aux alentours de -45 mV, indique que les nano-suspensions sont
stabilisées par les répulsions électrostatiques. Cette valeur de PZ doit étre supérieure ou

égale a £ 30 mV d’apres (Mdiller et al., 2001).

Tableau 4:42 Evolution de la moyenne des parameétres physiques des gouttelettes lipidiques des
émulsions vectrices (marine et végétale) en fonction du temps (n=5)

Saumon (30%) Saumon (10%) Colza (10%)

Taille en nm

Jours | Moyenne | ET |Jours | Moyenne | ET |Jours | Moyenne | ET
0 164,94 |134| O 169,7 |0,73| O 226,07 | 2,06
5 164,77 |135| 7 174,2 |1,42| 7 224 3,16
12 166,27 |0,96| 14 172,57 | 1,1 | 14 228,8 0,98
20 165,1 |1,15| 22 168,07 |0,84| 22 227,87 | 4,1
30 169,03 |0,42| 30 168,87 |0,06| 30 225,47 | 2,89

Indice de polydispersité

0,12 001 O 0,16 001 O 0,17 0,01

0,14 001| 7 0,17 0,01 7 0,17 0,01

12 0,12 0,01 14 0,17 0,03| 14 0,17 0,01

20 0,13 0,02 22 0,18 0,01| 22 0,17 0,01

30 0,13 0,01| 30 0,16 0,01| 30 0,17 0,01
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Saumon (30%) Saumon (10%) Colza (10%)
Mobilité électrophorétique (umcm/Vs)
-4,06 [0,07| O -3,16 [0,02| O -3,6 0,06
-3,73 0,07 7 -4,04 0,08 7 -3,34 0,05
12 -4,08 0,1 14 -3,96 0,04| 14 -3,4 0,03
20 -3,83 0,04 | 22 -4,72 0,14 | 22 -3,44 0,07
30 -3,39 0,05| 30 -3,7 0,02 30 -3,54 0,08

4.3.2 Vectorisation et biodisponibilité du coenzyme Q;

De maniere générale, les huiles améliorent le transport des molécules lipophiles dans le
systeme lymphatique intestinal en augmentant leur absorption a travers le tractus gastro-
intestinal (Gursoy, 2004). La solubilité des principes actifs hydrophobes dans la fraction

lipidique, entraine une meilleure efficacité d’encapsulation (Nepal et al., 2010).
4.3.2.1 Test de solubilité du CoQ;o dans I’huile de saumon

Afin de réaliser le test de solubilité, I’huile contenant le CoQ,o doit étre monophasique a la
température ambiante (Kommuru et al., 2001). Peu de formulations a base de CoQgq
existent sur le marché des compléments alimentaires, en raison des problémes de solubilité
dans les vecteurs lipidiques (Balakrishnan et al., 2009). Pour pouvoir vectoriser le CoQyq a
I'aide de I"’émulsion riche en AGPI-LC, nous avons tout d’abord testé la solubilité maximale
de ce composé dans I'huile de saumon. Le test de solubilité est effectué uniquement dans
I’"huile de saumon et non pas dans la phase huileuse compléte (huile + lécithine). Les travaux
de Shafig (2007) ont montré que, bien que le surfactant améliore considérablement la
solubilité du CoQyy, il peut se produire une précipitation de ce dernier dans le tractus gastro-
intestinal, diminuant ainsi sa biodisponibilité (Shafiq et al., 2007). La Figure 4:22 représente
la courbe de calibration du CoQjyg, a une longueur d’onde de 240 nm et a 37°C. Ces résultats
permettent d’estimer a 81,3 + 0,1 mg/mL d’huile, le maximum de solubilité du CoQ;o dans

I"huile de saumon.
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Figure 4:22 Courbe de calibration du CoQ;, solubilisé dans de I’huile de saumon a 270 nm (n=3)

Il a été démontré que la solubilité du CoQyo dépend a la fois de la température et de la
nature des acides gras (Thanatuksorn, 2009). En effet, dans I’huile de noix de coco et I'huile
d’olive, la solubilité maximale du CoQgo est respectivement de 205 mg/mL et 140 mg/mL.
Ces résultats montrent que la longueur des chaines d’acides gras et le nombre

d’insaturations influencent la solubilité du CoQ;¢ (Kommuru et al., 2001).
4.3.2.2 Stabilité des émulsions

En reprenant le protocole d’'une étude menée par Balakrishnan et al., (2009), nous avons
effectué un test de stabilité a température ambiante (25°C) car a faible température il se
produit une précipitation du CoQo (Balakrishnan et al., 2009).

En comparaison avec I'émulsion riche en AGPI-LC a 30%, nous remarquons que le fait
d’ajouter du CoQp ne modifie pas significativement la taille, la mobilité électrophorétique et

I'indice de polydispersité des gouttelettes lipidiques (Tableau 4:43).

Tableau 4:43 Parametres physiques des gouttelettes lipidiques de I’émulsion riche en AGPI-LC
contenant du CoQ,, en fonction du temps (n=>5)

Taille (nm) Mobilité(j:z:;e:)orétique Indice de polydispersité
Jours Moyenne ET Moyenne ET Moyenne ET
0 167,08 1,07 -3,89 0,13 0,12 0,02
5 169,3 1,25 -3,91 0,04 0,12 0,02
12 166,93 1,42 -4,27 0,16 0,12 0
20 167 0,2 -3,59 0,11 0,11 0,02
30 170,37 1,22 -3,98 0,08 0,12 0,02
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Les résultats de tailles obtenus par DLS sont confirmés par microscopie électronique a
transmission (Figure 4:23) ol on peut observer que la présence du CoQy n’influence pas la

morphologie des gouttelettes lipidiques.

Figure 4:23 Photographie au microscopie électronique a transmission représentant le CoQ;,
solubilisé dans les gouttelettes lipidiques d’une émulsion riche en AGPI-LC

4.3.2.3 Pharmacocinétique et biodisponibilité du CoQs,

En raison de sa faible solubilité, la biodisponibilité du CoQq est limitée (Balakrishnan et al.,
2009). Pour remédier a ce probléme plusieurs études se sont intéressées aux nano
émulsions en tant que systémes permettant d’améliorer la biodisponibilité du CoQq. L'étude
gue nous avons effectuée consiste a comparer |'efficacité de différentes formulations de
CoQyp sur le comportement de modeles murins. Une formulation du commerce « Pharma
Nord » a été choisie pour estimer |'efficacité des vecteurs présentant des AGPI-LC. La
formulation Pharma Nord se présente sous forme de gélules molles contenant 30 mg de
CoQy par gélule (0,5 g) solubilisé dans de I’huile de soja. A température ambiante, le CoQ1g
se présente sous la forme cristallisée et n’est pas totalement solubilisé dans I’huile de soja.

Cette étude avait pour objectif de comparer I'efficacité de deux formulations a améliorer la
biodisponibilité du CoQg. De plus, au travers de cette étude, il était également possible
d’évaluer la pertinence d’'une émulsion préparée au préalable comparée a une auto-

émulsion qui se réalise in situ lors du processus normal de digestion.

4.3.2.3.1 Etude sur modéle souris
Le dysfonctionnement mitochondrial, conduisant a I'apoptose cellulaire, est impliqué dans

les mécanismes du stress oxydant cellulaire, mais aussi dans plusieurs maladies
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neurodégénératives comme la maladie d’Alzheimer (MA), la maladie de Parkinson (MP) et
la sclérose latérale amyotrophique (SLA) (Mancuso et al., 2006). En effet, la chaine de
transport mitochondriale représente le site majeur de la production des ROS par le biais des
enzymes intervenant dans la synthése de I’ATP (Mancuso et al.,, 2009). De ce fait,
I'accumulation de ROS, non gérée par les défenses cellulaires, peut entrainer le catabolisme
des lipides, protéines et acides nucléiques. Plusieurs études ont démontré le réle du CoQiq
en tant qu’agent neuroprotecteur contre les effets délétéres des ROS, ainsi que leurs effets
sur I'apoptose cellulaire. Hyson et ses collaborateurs (2010) ont montré que dans le cas de la
maladie de Huntington (MH), un traitement avec une dose de 2400 mg/jour pendant 12
semaines, améliorait la santé des patients (Hyson et al., 2010). La maladie de Huntington est
en effet une maladie héréditaire, autosomique, se développant chez des individus agés
entre 40 et 50 ans, avec des symptomes détectables entre 15 et 25 ans. Elle se traduit par
une dégénérescence neuronale, affectant les fonctions motrices et cognitives, et aboutissant
ainsi a une démence. Ces fortes doses de CoQyp (jusqu’a 2400 mg) sont bien tolérées et ne
présente aucun danger pour la santé des patients atteint de la MP (Shults et al., 2004). Une
étude récente en 2008 a par ailleurs montré que le CoQyq est déficient dans le cerveau de
patients parkinsoniens (Hargreaves et al., 2008). Dans ce contexte, nous avons étudié la
biodisponibilité du CoQy9 administré en forte concentration (1000 mg/kg) chez des souris. Il
est a noter que ces doses restent tout de méme non toxiques pour les souris. En effet, une
dose allant jusqu’a 20 g de CoQio/kg reste non toxique chez la souris et le rat (Fu et al.,
2009). D’autre part, un sujet humain est capable de tolérer jusqu’a 3g/jour de CoQjo
pendant 2 mois (Shults et al., 2004).

Parallelement a la vectorisation de la molécule sous forme émulsionnée et sous forme
huileuse (Huile de saumon, lécithine de saumon et CoQj), nous avons également testé une
forme gélifiée, ou le CoQyo est dispersé dans de la carboxyméthyl cellulose. Deux groupes
témoins ont été testés simultanément (témoin eau et témoin lécithine).

Les résultats de I'analyse du CoQ1g au niveau du plasma des souris sacrifiées a T0, 1, 2, 4, 8,

12 et 24h apres le traitement a dose aiglie, sont présentés ci-dessous (Figure 4:24).
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Figure 4:24 Biodisponibilité du CoQ,, administré sous différentes formulations chez les souris :

Pharma Nord : 6% de CoQ;, dissout dans I'huile de soja (30 mg/ 0,5g) ; Formulation huileuse + CoQ;,: 6% de
CoQ;, dissout dans les lipides totaux (30 mg/ 0,5g) ; Dispersion carboxymethyl cellulose + CoQ;,: 30 mg de
CoQ;0 / mL de dispersion (5% de carboxymethyl cellulose) ; Emulsion CoQ;, : 30 mg de CoQ;, /mL d’émulsion,
40% de lipides totaux, 60% d’eau distillée

Nous avons utilisé le test de Kruskal Wallis pour analyser les données. Les différents groupes
ont été ensuite comparés, deux a deux a l'aide du test de Mann-Withney. Parmi toutes les
formulations testées en dose aiglie, seules la formulation huileuse et I'’émulsion permettent
de retrouver significativement le CoQyo dans la circulation sanguine. En effet, dans le cas de
I’émulsion, la concentration en CoQio augmente encore 8h apres administration,
contrairement a la formulation huileuse ou la concentration sanguine de CoQ3, commence a
augmenter de maniéere exponentielle juste aprés son administration par voie orale. Les
résultats obtenus ne suivent pas un modeéle pharmacocinétique classique, composé des
guatre phases : absorption, distribution, métabolisme et élimination de la substance active
(Miles, 2007). Dans le cas de la formulation huileuse (lécithine et CoQo) la cinétique
enregistrée semble correspondre uniquement a la phase d’absorption. Cela pourrait
s’expliquer par un métabolisme plus lent lié a I'’émulsification endogéne de la fraction
lipidique.

D’autre part, Miles (2007) rapporte, a partir de plusieurs études, que dans certains cas, il
peut y avoir apparition d’un second pic 24h aprés I'administration du produit. Ce pic serait

di en effet a une redistribution entérohépatique, ou le CoQyp pourrait étre ré-administré au
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niveau de l'intestin par le biais de la bile, puis réabsorbé a travers la paroi intestinale (Miles,
2007). Dans le cas de la formulation de type émulsion, nous remarquons une diminution de
la concentration plasmatique du CoQy, 24h apres le gavage, il s’agit probablement du début
de la phase de distribution. A partir de I'étude réalisée, les deux formulations (1 g/Kg)
permettent d’améliorer la biodisponibilité du CoQip par rapport a la formulation de
référence. 1l est intéressent de noter que la formulation huileuse augmente la
biodisponibilité du CoQig, jusqu’a 38 fois comparé a la formulation commerciale de

référence.

4.3.2.3.2 Etude sur modele rat

La supplémentation quotidienne en CoQi9 chez I'homme, par le biais de compléments
alimentaires, varie de 30 a 90 mg/jour. Pour répondre a cette attente, nous avons réalisé
une deuxiéme étude permettant un apport de 60 mg/Kg en accord avec plusieurs travaux
évaluant la biodisponibilité du CoQqo en utilisant différentes formulations (Balakrishnan et
al., 2009; Choi et al., 2010).

Trois formulations ont été testées chez le rat en dose aiglie (60 mg/Kg) : la formulation
huileuse (huile de saumon + lécithine de saumon + CoQjp), I'émulsion et la formulation
galénique de référence (Pharma Nord). Deux groupes témoins (lécithine de saumon + eau)
ont également été étudiés pour comparer et éliminer I'effet de I'’eau et de la lécithine.

Les résultats obtenus sont en accord avec les profils pharmacocinétiques correspondants a
une administration orale d’un principe actif. En effet, le taux de CoQo dans le plasma,
commence a augmenter aprés I'administration des trois formulations testées (émulsion,
formulation huileuse et Pharma Nord), correspondant a la phase d’absorption. Cette phase
commence a partir de I"'administration des formulations jusqu’au Tmax correspondant a la
concentration maximale (Cmax) atteinte (Miles, 2007). Durant la phase d’absorption, le
CoQy, par lI'intermédiaire des chylomicrons, traverse les cellules intestinales pénétrant ainsi
dans la circulation systémique. L'absorption du CoQyq a travers la muqueuse intestinale met
en ceuvre les mécanismes de diffusion active et passive (Palamakula, 2005). En effet, le
maximum d’absorption du CoQy, s’effectue au niveau du duodénum et du colon, l'iléon et
enfin le jéjunum (Palamakula, 2005). A partir de Cmayx, il s’agit de la phase de distribution, ou
le CoQp est incorporé avec les lipoprotéines dans les cellules hépatiques. Le CoQp est

ensuite libéré dans le sang, généralement associé aux VLDL et LDL.
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Les résultats montrent que la formulation émulsionnée permet une meilleure
biodisponibilité du CoQyo suivie de la formulation commerciale (Pharma Nord) et de la
lécithine (Figure 4:25). Les profils pharmacocinétiques obtenus dans le cas de ces dernieres

formulations ne présentent pas de différences significatives.
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Figure 4:25 Biodisponibilité du CoQ;, vectorisé sous trois formulations différentes chez les rats
(* : P<0.05 vs Lécithine, T : P<0.05 vs Lécithine+CoQ;, $ : P<0.05 vs Pharma Nord)

Les acides gras polyinsaturés retrouvés dans la formulation huileuse ainsi que dans
I’émulsion ont un effet concentration dépendant important sur les membranes biologiques,
augmentant leur fluidité. Une fois en contact avec les membranes des cellules intestinales,
les AGPI-LC y sont intégrés, permettant ainsi une meilleure absorption du principe actif
(Onuki, 2008). En effet, I'administration de l'insuline a I'aide de lipides fonctionnels,
notamment I'EPA et le DHA, améliore son absorption a travers la muqueuse intestinale
(Onuki, 2008).

La quantification de la biodisponibilité se fait a partir d’'une forme galénique de référence,
représentée par Pharma Nord dans notre cas. Pour comparer I'efficacité des formulations
testées, nous avons déterminé l'aire sous la courbe (ASC ou AUC : Area Under Curve) qui
représente la quantité du principe actif disponible au niveau sanguin en fonction du temps
(Figure 4:26). Les valeurs des aires sous les courbes confirment |'efficacité de I’émulsion qui
présente une concentration plasmatique de 261145 ng h/mL, deux fois supérieure a I’AUC

de la formulation huileuse (12791 ng h/mL).
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Figure 4:26 Présentation des aires sous les courbes de biodisponibilités obtenues pour les
différentes formulations (* : P<0.05 vs Lécithine, t : P<0.05 vs Lécithine+CoQ;,, $ : P<0.05 vs

Pharma Nord)

L’AUC obtenue, aprés administration de la formulation Pharma Nord, est relativement plus

élevée (15380 ng h/mL) par rapport a la formulation huileuse.

Les concentrations plasmatiques maximales de CoQ;o atteintes (Cmax) dans le cas d’une

supplémentation en formulation huileuse, en émulsion et en formulation commerciale, sont

respectivement de 659,29 ; 1217,43 et 877 ng/mL (Figure 4:27).
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Généralement, le temps maximal correspondant a la concentration maximale de CoQq varie
entre 6 et 8h en fonction de la dose administrée (Miles, 2007). Dans notre cas, le Tmax varie
de 4 a 6h (Figure 4:28). Pour la formulation commerciale de référence, la Cmax est atteinte
4h apres le gavage, précédée par la formulation huileuse (5h et 30 min) puis par I'émulsion

(6h).
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Figure 4:28 Présentation du temps maximal correspondant a la concentration plasmatique
maximale de CoQy (* : P<0.05 vs Lécithine, ¥ : P<0.05 vs Lécithine+CoQyq, $ : P<0.05 vs Pharma
Nord)

Le CoQyq vectorisé par la formulation Pharma Nord, est rapidement absorbé pour atteindre
sa concentration maximale plasmatique 4h apres le traitement. Si on considéere le temps de
demi-vie du CoQgo dans le plasma, il est inversement proportionnel au Tmax (Figure 4:29).
En effet, en pharmacologie, la demi-vie désigne par extension le temps nécessaire pour que
la quantité d’une substance contenue dans un systeme biologique soit diminuée de la moitié
de sa valeur initiale. L'émulsion permet un temps de demi-vie de 13h qui est trés proche de
celui lié¢ a I'administration de la formulation huileuse, contrairement a la formulation
commerciale (8h). Avec les deux formulations développées au LIBio, le CoQy est présent

plus longtemps dans I'organisme, permettant d’espacer les prises de ce principe actif.
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Figure 4:29 Temps de demi-vie du CoQ;, dans le plasma en fonction des formulations
(* : P<0.05 vs Lécithine, ¥ : P<0.05 vs Lécithine+CoQ;, $ : P<0.05 vs Pharma Nord)

4.3.3 Vectorisation et effet anticancéreux de la curcumine
4.3.3.1 Test de solubilité de la curcumine dans I’huile de saumon et I’huile de colza

Le log de P de la curcumine est de 2,5 ce qui explique sa faible solubilité a la fois dans I'huile
et dans 'eau et par conséquent sa faible biodisponibilité. Pour augmenter la biodisponibilité
de la curcumine, nous allons la vectoriser dans des nanoémulsions formulées a partir d’huile
de saumon et de colza. Pour les mémes raisons citées dans le cas du CoQ1g, hous avons tout
d’abord évalué la solubilité de la curcumine dans ces deux huiles complétement différentes.
La courbe d’étalonnage de la curcumine dans le méthanol, a 425 nm, a été utilisée pour
déterminer la concentration maximale de solubilité dans I'huile de saumon et I'huile de
colza.
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Figure 4:30 Courbe étalon de la curcumine dans du méthanol a 425 nm
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Les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau 4:44. En se basant sur la nature des
acides gras composant I'huile de saumon et I'huile de colza, nous remarquons que ces
derniéeres contiennent respectivement 20,53 et 6,51% d’acides gras saturés, 49,49 et 64,83%
d’acides gras monoinsaturés et 29,98 et 28,64% d’acides gras polyinsaturés. En effet le fait
gu’il y ait plus d’acides gras saturés dans I’huile de saumon explique que la curcumine soit

plus soluble dans celle-ci plutét que dans I’huile de colza.

Tableau 4:44 Solubilité maximale de la curcumine dans I’huile de saumon et I’huile de colza

Curcumine Huile de saumon Huile de colza

Solubilité (mg /ml) 0,33 0,07 0,18 £ 0,05

4.3.3.2 Détermination du temps d'induction oxydatif (OIT) par calorimétrie différentielle

a balayage

Dans le but d’évaluer I'effet protecteur de la curcumine sur les phénomeénes d’oxydation des
huiles utilisées dans la formulation des émulsions, nous avons analysé le temps d’induction
oxydatif des différents mélanges a I'aide de la calorimétrie différentielle a balayage (DSC). La
curcumine inhibe la peroxydation lipidique et neutralise les radicaux libres et hydroxyles en
diminuant la génération des radicaux NO (oxyde nitrique) mais cela de maniére dose
dépendante (Edeas, 2006).

Nous avons tout d’abord déterminé les propriétés thermiques de la curcumine qui révélent
la présence d’un pic de fusion a 180°C, conformément aux caractéristiques présentées par
Sigma Aldrich.

L'analyse des différents thermogrammes de |'huile de saumon montre, que la curcumine
peut agir, en fonction de la dose, en tant qu’antioxydant ou pro-oxydant (Tableau 4:45).
Respectivement a des concentrations de 50 et 100 pug/ml, la curcumine joue son rdle
d’antioxydant, en augmentant I’OIT de 54 min pour I'huile de saumon brute a 61,2 et 64,2
min. A partir de 150 pg de curcumine/ml le temps d’induction diminue (50,9 min) présentant
un comportement pro-oxydant.

On remarque d’autre part, que I'OIT de I'huile de saumon brute (54 min) ne varie pas de
maniére significative en ajoutant 330 pug/ml de curcumine (54,6 min). Cependant, comparé a
I'huile brute dont la pente de thermo-oxydation débute a partir 63 min, celle du mélange

curcumine-huile (330 pg/ml) débute a 40 min. Ceci pourrait s’expliquer par le fait que la
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pente soit tres faible mais tout de méme précoce ce qui confirme qu’a cette concentration
de 330 pg/mL la curcumine reste pro-oxydante.

Parallelement, nous avons effectué le test de I'OIT sur I'huile de colza (Tableau 4:45) avec
différentes concentrations de curcumine. Pour la concentration maximale de solubilité de la
curcumine (180 pg/mL), le résultat obtenu montre un comportement pro-oxydant de la
curcumine (143,3 min) comparé a |'huile de colza brute (275,1 min). Nous avons donc
nettement diminué la concentration de la curcumine (25 pg/mL) pour pouvoir observer son
effet protecteur sur I'huile de colza. Le résultat est plus intéressant lorsque I'on rajoute une
concentration de 180 pg/mL de curcumine car le temps d’induction augmente jusqu’a 193,3
min. Cependant, I'effet pro-oxydant de la curcumine est toujours observé. Bien qu’il existe
plusieurs études sur l'effet antioxydant de la curcumine, nous avons trouvé trés peu
d’études sur son effet pro-oxydant (Huo et al.,, 2009). Nous avons émis |’hypotheése de
I'influence de la présence d’antioxydants naturels endogénes dans I'huile de colza qui
agiraient en synergie avec la curcumine ajoutée. Cela se traduirait par une diminution du
temps d’induction dans le mélange huile de colza-curcumine.

Pour vérifier cette hypothése, nous avons éliminé tous les antioxydants de I’huile de colza en
la purifiant sur colonne de silice sous vide. L’huile obtenue a été ensuite analysée par DSC en
absence et en présence de curcumine (Tableau 4:45). L'OIT de I'huile brute purifiée
augmente (310,1 min) en comparaison avec |’huile de colza brute (275,1 min) expliquant en
partie I'action des antioxydants de I’huile.

En rajoutant des concentrations de 25 pg/ml et 15 pg/mL de curcumine dans I’huile de colza
purifiée, les OIT relevés sont, respectivement, de 274,8 min et 276,8 min. Il n’y a donc pas
d’influence significative entre les deux concentrations utilisées. Par ailleurs, ces résultats
d’OIT sont plus élevés que ceux obtenus dans le cas de I'huile de colza brute.

Pour conclure cette discussion, I'effet pro-oxydant de la curcumine dans I’huile de colza est
présent, mais quelque peu atténué par I'étape de purification de I’huile. Les antioxydants de
I'huile auraient eux méme un effet pro-oxydant dans les conditions opératoires choisies
(110°C). L'OIT est en effet une technique permettant d’évaluer la stabilité oxydative des
huiles sur une longue période. D’autre part, nous émettons |I’hypothése que la curcumine ne
supporterait pas la température de 110°C. Nous avons envisagé, comme perspective de

cette étude, d’utiliser d’autres méthodes pour évaluer |'effet antioxydant des concentrations
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de solubilisation maximale de la curcumine a température ambiante, telles que I'infrarouge
et 'indice de polyénes.

Tableau 4:45 Temps d’induction a I'oxydation d’huiles de saumon et de colza formulées avec
différentes concentrations de curcumine

Huile Concentration en curcumine | Temps d’induction a I’oxydation
Huile de saumon - 54 min (pente débute a 63 min)
Huile de saumon 50 pg/ml 61,2 min
Huile de saumon 100 pg/ml 64,2 min
Huile de saumon 150 pg/ml 50,9 min
Huile de saumon 330 pg/ml 54,6 min (pente débute a 63 min)
Huile de colza - 275,1 min
Huile de colza 25 pg/mL 193,3 min
Huile de colza 180 pg/ml 143,3 min
Huile de colza purifiée - 310,1 min
Huile de colza purifiée 25 pg/ml 274,8 min
Huile de colza purifiée 15 pg/mL 276,8 min

4.3.3.3 Stabilité des émulsions

Le diamétre hydraulique moyen et la mobilité électrophorétique des gouttelettes lipidiques
sont mesurés immédiatement aprés la préparation des émulsions (T0). En raison de la
stabilité accrue des émulsions, la taille et la mobilité ont été mesurées une fois par semaine.
En effet, les résultats de taille, de mobilité électrophorétique et I'indice de polydispersité
montrent que les émulsions sont tres stables pendant 30 jours de stockage a température
ambiante. La taille des gouttelettes varie de 161,92 a 163,97 nm pour I’émulsion de saumon
contenant la curcumine (Tableau 4:46).

Nous remarquons par contre que pour I'émulsion végétale a base d’huile et de lécithine de
colza, la taille des émulsions est plus importante et varie de 205 a 211 nm pour I’émulsion
vectrice de curcumine (Tableau 4:47).

Comme dans le cas des émulsions témoins, I'’émulsion végétale est composée de
gouttelettes de taille plus élevée que I'’émulsion d’origine marine. Cette faible différence de
taille est probablement due a la composition en acides gras et en classes lipidiques des
lécithines utilisées. En effet, nous retrouvons plus de PC dans la lécithine de saumon
(28,11%) que celle de colza (11,69%) alors que le pourcentage de PE est trés proche (13,53%
et 13,89% respectivement pour la lécithine de saumon et de colza). Le pourcentage de PC
pourrait, en plus de la nature des acides gras, étre responsable de cette différence.

La mobilité électrophorétique montre également que I'émulsion reste stable durant la

période de stockage. En effet, plus la valeur absolue de la mobilité électrophorétique des
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gouttelettes est élevée, plus elles vont avoir tendance a moins coalescer. L'indice de
polydispersité ne dépasse pas la valeur de 0,17. Cette valeur montre une grande stabilité des
émulsions et ne laisse pas apparaitre différentes populations de taille de gouttelettes
lipidiques en fonction du temps.

Tableau 4:46 Evolution de la moyenne des parametres physiques des gouttelettes lipidiques de
I’émulsion formulée a partir d’huile et lécithine de saumon en fonction du temps (n=5)

Saumon (10%)
Taille (nm) Mobilité électrophorétique (umcm/Vs) Indice de polydispersité
Jours | Moyenne ET Moyenne ET Moyenne ET

0 161,92 1,33 -3,37 0,07 0,14 0,01
7 163,27 2,11 -3,98 0,1 0,15 0,01
14 162,3 0,87 -4,11 0,03 0,16 0,01
22 159,33 2,46 -3,58 0,07 0,16 0,02
30 162,03 1,01 -3,78 0,06 0,15 0,02

Tableau 4:47 Evolution de la moyenne des parameétres physiques des gouttelettes lipidiques de
I’émulsion formulée a partir d’huile et lécithine de colza en fonction du temps (n=5)

Colza (10%)
Taille (nm) Mobilité électrophorétique (umcm/Vs) Indice de polydispersité
Jours | Moyenne ET Moyenne ET Moyenne ET

0 205,7 0,96 -3,23 0,03 0,14 0,01
7 210,53 2,07 -3,37 0,02 0,15 0,01
14 212,67 1,25 -3,4 0,03 0,16 0,01
22 209,07 2,05 -3,54 0,06 0,16 0,03
30 211,47 0,74 -3,44 0,03 0,16 0,02

4.3.3.4 Effet de la vectorisation sur l‘activité anticancéreuse de la curcumine

Les cinétiques de croissance cellulaire sont mesurées au cours de 77h de contact des
traitements élaborés, avec les cellules MCF7 (Figure 4:31). Aprés 22,5 h d’incubation, les
différentes formulations de curcumine ont été mises en contact avec les cellules. Une
normalisation des indices cellulaires afin de comparer les effets des traitements appliqués a
été effectuée. Il apparait que la cinétique de croissance des cellules cancéreuses (MCF7) est
exponentielle jusqu’a 39h d’incubation, avant de s’infléchir et faire apparaitre un plateau
entre 39 et 55h d’incubation. La croissance cellulaire reprend aprés 55h avec la méme
vitesse que la premiere phase exponentielle. De maniere générale, les différents traitements

appliqués aux cellules influencent leur cinétique de croissance.
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L’éthanol seul, testé en tant que témoin, diminue I'impédance cellulaire jusqu’a 38h de
contact, puis nous remarquons une augmentation de celle-ci jusqu’a la fin du traitement.
L'effet de la curcumine, solubilisée dans I’éthanol, a 0,5 et 2,7 uM est apercu apres 38h de
contact ou I'indice cellulaire reste faible et constant, contrairement a I’éthanol seul. Au bout
de 55h de contact, nous remarquons, cependant, une légere croissance cellulaire chez les
cellules traitées avec la plus faible dose de curcumine.

Les deux émulsions témoins a base de lipides de colza et de saumon présentent un effet
concentration dépendant sur les cellules cancéreuses MCF7. En effet, la concentration en
émulsion témoin, permettant de vectoriser 0,5 UM de curcumine, a un effet positif sur la
croissance cellulaire, plus prononcé dans le cas de I'émulsion formulée a partir de lipides
marins. Une concentration en émulsion témoin, formulée a partir de lipides végétaux
permettant de vectoriser 2,7 UM de curcumine, n’entraine pas de croissance cellulaire. Cette
derniére reste constante en fonction du temps, contrairement a I'émulsion marine, qui
conduit a une mort cellulaire se traduisant par une chute de I'indice cellulaire apres 62h de
contact.

Avec une concentration de 0,5 uM de curcumine, la prolifération cellulaire s’accélére avec
les deux émulsions végétale et marine, comparées a la cinétique de croissance des témoins
(cellules et émulsions). Les émulsions, vectorisant 2,7 uM de curcumine, présentent une
augmentation de la croissance cellulaire, plus prononcée dans le cas de I'’émulsion végétale,
avant de voir apparaitre une chute de I'indice cellulaire a partir 50h pour I'’émulsion marine,

et de 55h pour I’émulsion végétale.

227



Résultats et discussion

Figure 4:31 Cinétique de prolifération cellulaire des cellules cancéreuses mammaires (MCF7) en fonction de la vectorisation de curcumine sous forme

nanoémulsionnée, formulée a partir de fractions lipidiques marine et végétale a différentes concentrations.
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L’émulsion a base d’huile et de lécithine de saumon semble avoir un effet inhibiteur sur la
cinétique de croissance des cellules MCF7 mais moins important que celui de la curcumine
seule. En tenant compte de I'effet de I’éthanol, nous ne pouvons pas comparer I'efficacité de
la vectorisation par rapport a la molécule solubilisée dans ce solvant. Nous allons donc en
perspective changer le solvant de solubilisation pour faire ressortir I'effet réel de Ia
curcumine seule pour les deux concentrations (0,5 et 2,7 uM). Il est cependant intéressant
de noter que les lipides d’origine marine permettent de réduire le développement des
cellules cancéreuses. Ce phénomeéne pourrait s’expliquer notamment par les effets
inhibiteurs des AGPI-

LC (EPA et DHA) sur la cyclo-oxygénase (COX) réduisant ainsi le taux de prostaglandines tout
en favorisant I'activité de la lipo-oxygénase (LOX). Une augmentation de la production des
acides hydroxy-eicosatriénoiques et des leukotrienes B4 retarderait ainsi le processus
d’invasion des cellules cancéreuses (Narayan et al., 2006). Une étude expérimentale in vivo a
montré que le DHA est plus efficace que I'EPA pour inhiber les facteurs de transcription
activateurs de la protéine 1 (AP-1) impliquée dans le développement du cancer (Narayan et

al., 2006).
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L’objectif de ce travail portait sur I’'étude d’'un complexe phospholipopeptidique extrait par
voie enzymatique a partir de tétes de saumon. Ce procédé breveté, respectueux de
I’environnement et non drastique, permet au Laboratoire Le Stum de commercialiser un
produit intégrant une forme lyophilisée du CPLP, qui se démarque des produits
généralement trouvés sur le marché des compléments alimentaires. La maitrise des
conditions d’extraction conduit a I'obtention d’une huile de saumon principalement
composée d’une fraction triglycéridique riche en acides gras polyinsaturés a longue chaine.
Cette huile présente des qualités intéressantes de par la présence d’antioxydant naturel
(astaxanthine) mais aussi en raison d’une proportion d’acide docosahexaénoique supérieure
a celle de I'acide eicosapentaénoique, ratio qui est différent par exemple dans I'huile de Krill.
Outre I'huile de saumon, I'extraction sans solvant organique permet de récupérer apres
étape de centrifugation une fraction d’hydrolysats peptidiques dont la taille peut étre
maitrisée par le contréle de la cinétique d’hydrolyse (maitrise du degré d’hydrolyse).

Ces deux premieéres fractions, déja étudiées au LIBio a I’échelle pilote, n’ont pas fait I'objet
d’études approfondies au cours de ce travail.

Les recherches se sont focalisées sur les différentes fractions lipidiques et peptidiques du
CPLP qui semblent donner des résultats contre |I’"hyperactivité. La mise en évidence de I'effet
anxiolytique a été démontrée par l'utilisation d’une batterie de tests comportementaux sur
un modele murin. Pour cela, il a été nécessaire de caractériser d’un point de vue
physicochimique la fraction lipidique. Sa composition en lipides totaux a été optimisée sur le
plan industriel a 30% et présente 65,5% de lipides polaires. Cette fraction lipidique est
fortement concentrée en EPA (10,5%) et en DHA (20,3%), estérifiés majoritairement sur les
lipides polaires avec des teneurs respectives de 9% et de 36,5%. Une étude comparative
avec un produit a base d’huile de Krill a permis de mettre en évidence certaines différences
significatives avec les lipides polaires issus de saumon. La comparaison des phospholipides
notamment de PC et de PE, provenant du CPLP avec ceux provenant du Krill, nous a permis
de mettre en évidence la forte teneur en DHA par rapport a 'EPA de la PC et de la PE de
tétes de saumon, respectivement de 24,76% et 37,83%. Contrairement aux phospholipides
de tétes de saumon, les phospholipides du Krill comportent majoritairement de I'EPA avec
des teneurs de 29,7% et 12,2%, respectivement dans la PC et la PE. Les résultats de régio-
distribution montrent que ces AGPI-LC des deux produits analysés, CPLP et Krill, sont

majoritairement positionnés en sn-2. Cette position est plus favorable a la protection contre
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I"hydrolyse par les lipases et augmente fortement la biodisponibilité de ces acides gras. Ces
deux produits, riches en EPA et DHA estérifiés sur des phospholipides en proportions
différentes, pourraient avoir des potentialités différentes dans la prévention de maladies
cardiovasculaires (réle accru de I'EPA) et des maladies neurodégénératives (réle
prépondérant du DHA).

Une caractéristique majeure du CPLP est la présence d’hydrolysats peptidiques permettant
une excellente digestibilité sans éructation ni remontée d'odeur de poisson, typique des
huiles de poisson. Avec une teneur en peptides de 82%, la composition de I’hydrolysat met
en exergue la présence d’acides aminés présentant un pouvoir antioxydant comme
I'arginine, la proline, I'histidine, la tyrosine et la lysine. Les études de protéomique nous ont
permis d’identifier les protéines natives de tétes de saumon. La cartographie de toutes les
séquences des peptides formés aprés I'hydrolyse enzymatique des tétes de saumon nous
laisse en perspective une étude d’identification des propriétés fonctionnelles de chacune de
ces séquences par consultation des bases de données avant étape de purification.
L’association de la fraction lipidique riche en phospholipides et en AGPI-LC associée a la
fraction peptidique fait de ce complexe, un principe actif quasiment unique aujourd’hui sur
le marché des compléments alimentaires.

L’analyse des minéraux du CPLP n’a révélé aucune trace de métaux lourds dangereux pour la
santé du consommateur, ni pouvant influencer les tests comportementaux effectués in vivo.
Afin d’étudier les effets a I'origine de la diminution de I'anxiété, le niveau du statut oxydatif
des ROS endogénes des neurones du systéeme nerveux central a été évalué aprées 14 jours de
traitement. Les résultats in vitro obtenus décrivent un pouvoir antioxydant des composants
peptidiques et des lipides du CPLP administrés pendant 14 jours a double dose. Beaucoup
d’études animaliéres et cliniques ont porté sur les effets comportementaux d’une déficience
ou d’'une complémentation en AGPI. Toutefois, les mécanismes d’action de ces acides gras
aux propriétés anxiolytiques-like restent encore méconnus. Il en va de méme pour les
hydrolysats peptidiques marins et leur vectorisation sous la forme d’un CPLP, pour lesquels
aucune étude ne mentionne un effet sur I'anxiété.

Du fait de leurs fonctions et de leurs intéréts biologiques, les lipides totaux du CPLP ont été
utilisés pour vectoriser et augmenter la biodisponibilité de molécules hydrophobes peu
disponibles. Cette étape de travail, a donné naissance a deux formulations différentes et

efficaces, permettant d’augmenter la biodisponibilité du CoQ;q chez des souris et des rats. La
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premiere formulation huileuse s’inscrit dans le cadre d’une prévention thérapeutique dans
le cas de certaines maladies liées au stress oxydant et au dysfonctionnement mitochondrial
impliqguant le CoQo. Dans ce cas, une supplémentation avec une forte dose est
recommandée parallelement au traitement. D’autre part, une formulation nano-
émulsionnée a base de CoQy et de lipides totaux riches en phospholipides et en oméga-3,
améliore la biodisponibilité de ce dernier par rapport a une formulation commerciale
permettant ainsi une supplémentation journaliére a des doses classiques.

Durant ce travail, la biodisponibilité de la curcumine a également été étudiée dans le but
d’accentuer son effet anticancéreux sur des cellules malignes mammaires de type MCF7. Les
résultats de cette étude nous ont révélé I'efficacité de la formulation émulsionnée en
diminuant la prolifération cellulaire. Cependant, I'émulsion a bases d’ingrédients marins
présente un effet précoce sur la chute de la prolifération cellulaire par rapport a I'’émulsion a
base de lipides d’origine végétale. D’autre part, I'effet de la curcumine seule est masqué par
la présence d’éthanol en raison de son caractére insoluble mis a part en phase organique.

De par sa composition physicochimique, le complexe phospholipopeptidique présente un
potentiel important dans le domaine de la supplémentation en acide gras de la série oméga-
3 ainsi que dans le domaine thérapeutique, compte tenu de son effet anxiolytique-like. Du
fait de son effet antioxydant endogéne sur les neurones, le CPLP pourrait intervenir dans la
prévention de maladies neurodégénératives liées a un stress oxydant comme la maladie de
Parkinson et la maladie d’Alzheimer...

Il découle de ces travaux réalisés, un certain nombre de perspectives intéressantes pour la
compréhension des mécanismes d’action et lidentification des molécules d’intérét
présentes dans le CPLP. Certaines perspectives concerneront I'étude approfondie des
différentes séquences de peptides actifs retrouvées dans I’hydrolysat afin d’enrichir les
données de la littérature. Il serait également intéressant de déterminer dans ce mélange de
peptides et d’acides aminés, celui a I'origine de cet effet anxiolytique-like, par
I'intermédiaire de tests comportementaux et des études des mécanismes d’actions
possibles. D’autre part, un protocole est en cours de développement, pour déterminer la
position des acides gras au niveau des phospholipides, notamment par spectrométrie de

masse.
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L’activité anticancéreuse déterminée par analyse de la prolifération cellulaire in situ sera
poursuivie, en testant différentes concentrations de curcumine pour faire ressortir plus

clairement 'effet du vecteur.

Ce travail donnera lieu a quatre publications scientifiques a partir des résultats obtenus :

e Regiospecific distribution of fatty acids in salmon head and Krill phospholipids using
phospholipase A; and a new methodology implementing mass spectrometry.

e Improving bioavalability of CoQjo using nanoemulsions based on polyunsaturated
fatty acids from salmon head lecithin.

e Anxiolytic effect of salmon head phospholipopeptidic complex: effect of lipid and
hydrolyzate fraction.

e Comparing effects on breast cancer cells (MCF7) between curcumine and curcumine
encapsulated by marine nanoemulsion.
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Résumeé

Titre: Nano-émulsion naturelle de phospholipides marins, issus d’'un complexe
phospholipopeptidique provenant d’un procédé de valorisation de co-produits de saumon, et
applications a la vectorisation de molécules faiblement biodisponibles

Résumé : Les bienfaits des acides gras oméga-3, essentiellement I'EPA (C20:5n-3) et le DHA (C22:6n-
3) sont bien élucidés dans la littérature. lls jouent en effet, un role essentiel dans la prévention de
nombreuses maladies neurodégénératives et cardiovasculaires. Ces acides gras polyinsaturés a
longue chaine sont majoritairement retrouvés dans des sources d’origines marines. Dans ce
contexte, nous nous sommes intéressés d’une part a I'effet du complexe phospholipopeptidique
provenant de I'hydrolyse enzymatique des tétes de saumon, sur I’anxiété et le stress oxydant dans le
cadre d’une étude comportementale effectuée sur un modele murin. D’autre part, nous avons mis en
place une approche de double vectorisation, sous formes de nanoémulsions, visant a augmenter la
biodisponibilité de deux molécules hydrophobes et bioactives (coenzyme Qo et curcumine) en
utilisant les lipides totaux (phospholipides et triacylglycérols) du complexe phospholipopeptidique
riche en EPA et en DHA. Les résultats de ce travail ont montré que le CPLP, sa fraction lipidique et
peptidiqgue ont un effet anxiolytique a une dose de 600 mg de CPLP/jour pendant 14 jours de
traitement. Il a également été démontré dans cette étude que I'hydrolysat peptidique du CPLP
diminue significativement, a double dose, le stress oxydant en baissant le niveau endogene des
espeéces réactives de l'oxygéne (ROS) dans les neurones. D’autre part, pour une utilisation
thérapeutique, la biodisponibilité du CoQ;, vectorisé a forte dose est améliorée jusqu’a 38 fois par la
formulation huileuse composée de lipides polaires du CPLP. Concernant la supplémentation classique
en CoQyp en tant que complément alimentaire, la formulation émulsionnée présente une meilleure
disponibilité a dose aiglie, avec une concentration plasmatique deux fois plus élevée que la
formulation de référence. Malgré une activité anticancéreuse reconnue pour la curcumine, sa faible
solubilité diminue sa biodisponibilité et limite de ce fait son utilisation. La formulation
nanoémulsionnée de curcumine contribue a inhiber la prolifération de cellules cancéreuses (MCF7).

Mots clés : Complexe phospholipopeptidique, nanoémulsions, Anxiété, Stress oxydant, Vectorisation,
Coenzyme Qgy, Curcumine, Biodisponibilité, Effet anticancéreux.

Abstract: The benefits of omega 3 fatty acids, mainly EPA (C20:5n-3) and DHA (C22:6n-3) are well
understood in the literature. They indeed play an essential role in the prevention of many
neurodegenerative and cardiovascular diseases. These polyunsaturated fatty acids are mostly found
in marine sources. In this context, we were interested on the effects of phospholipopeptidic complex
from the enzymatic hydrolysis of salmon heads on anxiety and oxidative stress using a behavioural
study (mouse model). On the other hand, we have developed a double vectorization operating
nanoemulsions, to increase the bioavailability of two hydrophobic and bioactive molecules
(conenzyme Q10 and curcumine) by total lipids (phospholipids and triacylglycerols) from the
phospholipopeptidic complex rich in EPA and DHA. The results of this study showed that the CPLP, its
lipid and peptide fractions have an anxiolytic effect at a dose of 600 mg of CPLP / day for 14 days of
treatment. It was also demonstrated that the peptide’s hydrolyzate ingested at double dose
decreases significantly the oxidative stress by lowering the endogenous level of reactive oxygen
species (ROS) in neurons. For therapeutic uses, the bioavailability of CoQ;, increased up to 38 times
compared to referential formulation when verctorized at high dose in the oily formulation composed
of CPLP’s total lipids. Regarding conventional CoQ, supplementation as a dietary supplement, the
emulsified formulation has a better availability at single dose, with plasma concentrations two times
higher than the reference formulation. Although the anti-cancer activity of curcumine is highlighted,
its low solubility and hence its low bioavailability, are factors limiting its use. The formulation of
nanoemulsified curcumine allows a significant reduction in the proliferation of cancer cells (MCF7).

Keywords: Phospholipopeptidic complex, Nanoemulsions, Anxiety, Oxidative stress, Vectorisation,
Coenzyme Qg4, Curcumine, Bioavailability, Anticancer effect.
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