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RESUME

La foruficaton des jus de fruits en protéines du lactosérum est limitée actuellement par
leur instabilité lors du traitement de pasteurisation appliqué a ce type de produit. Afin de
résoudre ce probléme, cette érude avait pour but de mettre au point un hydrolysat
enzymatque de protéines du lactosérum qui soit soluble 4 forte concentration dans un jus
d’orange pasteurisé, et qui contenne une forte proporton de peptides de faibles poids
moléculaires (<5000 da), reconnus pour leur assimiladon rapide par l'organisme.
L’ingrédient hydrolysé devait présenter une saveur non amére de maniére a permettre son
additdon 2a forte concentration dans le jus d’orange. Les résultats ont démontué que
I’hydrolyse d’un isolat de protéines du lactosérum i l'aide de I'enzyme Enzeco®bacterial
protease II et d’'un mélange Alcalase/Flavourzyme, suivi du fracdonnement des mélanges
par ultrafiltradon, permet d’obtenir des hvdrolysats présentant de nombreux avantages
nutridonnels pour la fortificadon protéique de jus de fruits. Ces ingrédients sont riches
(>86°0) en protéines de bonne qualit¢ (CEP~3.2), pauvres (<1%) en matiére grasse et en
lactose, ils sont fortement hydrolysés (AN/TN 20-29%) et contiennent une trés forte
proporton (75-90%) de peptides de petites tailles (<5000 da). Addidonnés a un jus
d’orange a forte concentraton (4% protéines), ces ingrédients demeurent solubles a plus de
98% suite au traitement de pasteurisation des jus. De plus, ieur ajout au jus d’orange
n’influence pas de facon importante ’apparence ou la viscosité du jus. Enfin, ’hydrolysat
préparé a I'aide de 'Enzeco®bacterial protease II confére au jus d’orange une saveur plutét
neutre, alors qu’une note d’amertume peu prononcée est perceptible dans le cas de

I’hydrolysat obtenu avec le mélange Alcalase/Flavourzyme.
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INTRODUCTION GENERALE

Les aliments fonctonnels et les nutraceutiques sont une nouvelle gamme de produits se
définissant comme des aliments ou des ingrédients qui possédent non seulement de bonnes
propriétés nutriionnelles, mais qui offrent également des effets bénéfiques pour la santé
des individus (Stepher, 1998). En raison de leur image positve, ces produits suscitent un
intérét croissant chez les consommateurs (Paquin et Gauthier, 1995; Ohr, 1997; Hilliam,
1998) et d’ici 'an 2010, on prévoit que le marché des aliments fonctonnels et des produits

nutraceutiques pourrait atteindre 500 milliards de doliars US (Paquin et Gauthier, 1995).

Dans le domaine des aliments fonctonnels et des produits nutraceutiques, le secteur des
boissons non alcoolisées est le plus actf. Dans ces boissons, de nombreuses composantes
nutritives peuvent étre ajoutées telles que des vitamines (A, B, C et E), des minéraux
(calcium, magnésium, fer, etc.), des polysaccharides (fibres) et des protéines. Parmi ces
boissons, celles forttiées en protéines visent un objectf nutridonnel et sont destinées a une
clientéle dont les besoins en protéines sont élevés comme les sportifs, les personnes igées
ou les individus sous régime amaigrissant (Frokjaer, 1994; Burn, 1995; Swartz, 1995;
Platzman, 1998). Pour l'industrie laidére, la fortficaton protéique des boissons représente

donc une voie de valorisation intéressante pour le lactosérum de fromagerie.

En effer, les protéines du lactosérum sont largement utilisées pour la fortfication protéique
des aliments en raison de leur excellente valeur nutritve et de leurs bonnes propriétés
fonctionnelles. De fagon générale, ces protéines sont solubles sur une gamme étendue de
pH (Mangino, 1992; Morr et Ha, 1993), elles donnent des solutions peu visqueuses et
offrent d’excellentes propriétés gélifiantes. Dans le cas de leurs propriétés moussantes et
émulsifiantes, elles sont variables selon les ingrédients protéiques et les traitements qu'ils
ont subis (de Wit, 1989a; Kinsella et al., 1989; Mangino, 1992). Un des problémes majeurs

de ces protéines est toutefois leur manque de stabilité lors des traitements thermiques. En

effer, lors d’un chauffage (15 a 30 min.) a 70-85°C en milieu acide (pH 4.5) la B-
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lactoglobuline, principale protéine du lactosérum, se présente sous forme dénaturée et
insoluble ce qui conduit a I'agrégaton des protéines (de Wit et Klarenbeek, 1981; Pearce,
1989). L’addidon des protéines du lactosérum a des produits acides pasteurisés est donc

limitée par leur instabilité thermique.

Atin d’améliorer leur stabilité thermique et certaines de leurs propriétés fonctionnelles, des
traitements de modification des protéines du lactosérum ont été proposés. Ainsi, plusieurs
travaux ont démontré que 'hydrolyse enzymatque, réalisée dans des conditions controlées,
permettait d’améliorer leur solubilité (Schmide et Poll, 1991; Turgeon et al., 1992; Slattery
et Fitzgerald, 1998; Wu et al., 1998), leurs propriétés émulsifiantes et moussantes (Turgeon
et al,, 1995; Lieske et Konrad, 1996; Singh et Dalgleish, 1998; Wu et al., 1998), de méme
que leur stabilité a la chaleur (Haque, 1993; Frdkjaer, 1994; Mahmoud, 1994). De plus, ce
tvpe de traitemenct permet d’obtenir des profils d’acides aminés et de peptides bien définis,
lesquels sont reconnus pour conduire a une meilleure assimiladon par 'organisme (Ziegler

et al., 1990; Adachi et al,, 1991; Moton, 1992; Grasset et Bovetto, 1993), tout en réduisant

les risques d’allergies souvent associés a ces protéines, en partculier a la B-lactoglobuline

(Jost et al., 1987; Schmidt et Poll, 1991; Nakamura et al., 1993b; Ena et al., 1995).

Bien que 'hydrolyse enzymadque présente de nombreux avantages, elle méne souvent i la
tormation d’amertume dans les hydrolysats protéiques, laquelle est liée a la présence
d’acides aminés hydrophobes dans les peptides libérés lors de la réacuon d’hydrolyse
(Matoba et Hata, 1972; Adler-Nissen, 1976; Yeom et al, 1994). L’incorporation de ces
hvdrolysats dans des produits alimentaires peut donc conduire a des défauts de saveur (Ma
et al., 1983; Adler-Nissen, 1986a; Pedersen, 1994; Godfrey, 1996), en partculier dans les
boissons fortifiées en protéines hydrolysées. Par contre, de nombreux travaux ont
démontré que 'amertume des hydrolysats protéiques peut étre réduite par 'udlisation
d’exopeptidases spécifiques a I'hydrolyse des acides aminés hydrophobes en positon
terminale des peptides amers (Umetsu et al., 1983; Minagawa et al., 1989; Nakamura et al,,
1993a; Gobbetd et al., 1995; Ge et Zhang, 1996; Izawa et al., 1997a; 1997b; McDonnell et
al., 1997).



Dans cette opuque, la présente érude visait donc la mise au point d’un hydrolysat
enzymatique de protéines du lactosérum destiné a la fortficadon protéique d’un jus de
fruits qui soit facilement assimilable par Porganisme (peptdes <3000 da), qui résiste au
traitement de pasteurisation du jus et qui offre des qualités organoleptques acceptables et

ce, en vue de la préparaton d’une boisson «nutraceutque».

La prochaine secion du mémoire (chapitre I) est une revue de la littérarure qui présente
briévement le domaine des aliments fonctuonnels er des nutraceutiques et qui résume les
principales caractéristiques physico-chimiques, foncuonnelles et nutriionnelles des
protéines du lactosérum. Par la suite, quelques notions tondamentales sur I’hydrolyse
enzymadque des protéines et son impact sur les propriétés tonctonnelles et nutridonnelles
des protéines du lactosérum sont revues, suivi d’une section consacrée a 'amertume des
hydrolysats enzymatdques de protéines et aux différentes méthodes de désamérisation de
ces produits. Finalement, une sectdon est consacrée a la présentadon du but, des
hypothéses et des objectifs  la base de ce travail. A noter que les références citées dans le
mémoire sont répertoriées dans la section «Bibliographie générale», trouvée a la toute fin

du document.



CHAPITRE 1

REVUE DE LITTERATURE



1. LES ALIMENTS FONCTIONNELS ET LES NUTRACEUTIQUES
1.1 Définitions, réglementations, marchés

Le terme «aliment fonctonneb» a été introduit au Japon au milieu des années 80. Depuis,
plusieurs termes ont été utlisés pour désigner ces aliments ayant un effet bénéfique sur la
santé. Les termes «nutraceutique», «designer tood», «nutriional food», «medical food» et
«pharmatood» en sont des exemples. En Amérique du Nord, les termes nutraceutiques et
aliments foncdonnels ont souvent été udlisés sans distinction. En raison de problémes
législatifs, un groupe de scientfiques de Santé Canada a toutefois suggéré que ces termes

soient udlisés de fagon indépendante et selon les définitions suivantes (Stephen, 1998):

Un aliment fonctionnel s’apparente a4 un aliment convendonnel, est
consommé dans le cadre d’une diéte normale et démontre des effets
physiologiques bénéfiques et/ou permet de réduire les risques de certaines

maladies et ce, au dela de ses fonctdons nutridonnelles.

Un nutraceutique est un produit dérivé d’un aliment, mais vendu sous la
torme de comprimés, de poudre ou tour autre forme médicale, et qui
démontre des effets physiologiques bénéfiques pour I'organisme, incluant la

préventon et le traitement de cerraines maladies.

La législadon sur les aliments fonctionnels et les produits nutraceutiques est trés complexe.
Elle est aussi forr différente d’un pays a I'autre et représente la barriére la plus importante a
introductdon de ces produits sur le marché (Paquin et Gauthier, 1995). Le Japon est
actuellement le seul pays a avoir mis sur pied un systéme de conudle et d’approbatdon
spécifique aux aliments foncdonnels et a leurs allégations santé. Nommé FOSHU (Foods for
Specified Health Use), ce programme gouvernemental est entré en vigueur en 1991 et jusqu’a
présent, la mise en marché d’une centaine de ces aliments fonctionnels a été approuvée
(Burke, 1997; Berner et O’Donnell, 1998; Hasler, 1998; Kubomura, 1998; Stephen, 1998).

Au Japon, il est donc possible de commercialiser ce rype de produits et de spécifier leurs



effets bénéfiques sur la santé. Toutefois, les produits nutraceutiques sont encore classés

dans la catégorie des médicaments et drogues (Stephen, 1998).

En Europe, il n’existe aucune définiton légale pour les aliments fonctonnels et bien que
les industries laiticres aient été trés actives dans la commercialisation de produits pouvant
erre considérés comme des aliments foncdonnels (ex.: vogourt au bifidus), la
réglementaton ne permet pas l'atfichage d’allégadons santé (Hilliam, 1998; Stephen, 1998).
Cependant, la mise en marché de produits spécialisés qui se différencient des produits
alimentaires destinés a4 la consommadon de masse est permise (Hilliam, 1998). Par
exemple, le produit [sa/# est un sel de table riche en magnésium, utilisé pour sa capacité a

réduire la tension artérielle.

Aux Erats-Unis, la catégorie des «aliments fonctionnels» n’est pas encore reconnue
légalement (Hasler, 1998) et il n’existe aucune réglementation spécifique concernant les
aliments fortfiés (Berner et O’Donnell, 1998; Stephen, 1998). Toutefois, P'atdtude des
organismes de réglementation a I'égard de ces produits est plus positive qu'au Canada,
surtout depuis l'entrée en vigueur du Nutrition Labeling and Education Act INLEA) en 1990 et
du Dietary Supplement Act en 1994. En effet, la FDA (Food and Drug Administration) a
approuvé dix allégadons santé pour les ingrédients suivants: le calcium, le sodium, les

lipides, les fibres, le xylitol et le folate. Ces allégations santé sont présentées au Tableau 1.

Contrairement 4 ce qui existe aux Etars-Unis et au Japon, la législation canadienne est plus
stricte et ne fait pas de discrimination entre les aliments dits convendonnels et toute forme
de suppléments alimentaires, incluant les nutraceutques (Stephen, 1998). Au Canada, les
produits ingérés sont considérés soit comme des aliments, soit comme des médicaments.
Au sens de la loi, il n’existe pas actuellement de catégorie intermédiaire. Par conséquent,
toute allégaton concernant les effets prévendfs ou thérapeutiques d’un produit le classe
automatiquement dans la catégorie des médicaments et drogues. Les effets bénéfiques sur

la santé ne peuvent donc pas étre inscrits sur I’étiquette d’un produit alimentaire. Pour un



Tableau 1:  Allégatons santé actuellement permises aux Ertats-Unis!.

l. Le calcium et son rdle dans la préventon de l'ostéoporose

1o

Le sodium et son effet sur 'hypertension artérielle

(0]

Les aliments a teneur réduite en lipides et leurs effets bénéfiques contre certains cancers

4. Les aliments a teneur réduite en lipides, en acides gras saturés et en cholestérol et leurs
etfets préventfs contre les maladies cardiaques

5. Les tibres alimentaires et leurs effets préventifs contre certains cancers

6. Les tibres alimentaires solubles et leurs effets préventfs contre les maladies cardiaques
Le son d’avoine et le psyllium et leurs effets préventifs contre les maladies cardiaques
8. Les truits et les légumes et leurs effets préventfs contre certains cancers

9. Le xylitol et son role dans la préventon des caries dentaires

10. Le tolate et son role dans la prévendon des défauts du tube neural chez les
nouveaux-nés

! Adapte de Berner et O’Donnell (1998).



tel produit, le fabriquant doit donc fournir un numéro DIN (Drug Identification Number) ou
un GPN (General Public Number) et comme dans le cas d’une nouvelle drogue, il doit fournir
a Santé Canada les renseignements nécessaires 2 son évaluadon: composition chimique du
produir, méthode de production, spécifications pharmacologiques, toxicologiques,

microbiologiques et résultats d’études cliniques.

En raison de I'intérét croissant des consommateurs et des fabriquants envers les aliments
tonctonnels et les nutraceutques, Santé Canada a récemment présenté un projet de
réglementadon qui modifierait éventuellement la Loi sur les aliments et drogues. Ce
document prévoit que les aliments fonctonnels ne seront plus soumis aux études cliniques
destinées aux médicaments, mais plutot a un systéme d’évaluadon similaire au modéle
japonais. Selon Stephen (1998), la réglementaton canadienne sur les aliments fonctonnels
et les nutraceuuques devait éue modifiée avant la fin de l'année 1998, mais ces

changements n’ont toujours pas été effecrués.

Erant donné I'absence de consensus dans la définition des aliments fonctionnels et des
nutraceuuques, ce marché est difficile 2 cerner mais quelques données sont disponibles
(Hasler, 1998; O’Donnell, 1998). Selon Hilliam (1998), le marché mondial des aliments
foncdonnels et des nutraceutiques a atteint 6,6 milliards de dollars US en 1994, avec preés
de la moidé des ventes réalisées au Japon. Certaines prévisions suggérent que ce marché
pourrait atteindre 17 milliards de dollars US en I'an 2000, avec une croissance plus rapide
aux Etats-Unis qu’en Europe et ce, grace a une législation plus favorable (Young, 1996).
D’aurres, telle la firme américaine Dedsion Resources Inc., estime que le marché internadonal
des nutraceutiques et des aliments fonctionnels a atteint 29 milliards de dollars US en 1998
(Hasler, 1998), dont 16,7 milliards aux Etats-Unis (O’Donnell, 1998). Au début du XXI¢
siécle, les aliments fonctionnels et les nutraceutiques devraient créer un marché annuel de
30 milliards aux Etats-Unis seulement (Deasion Resources Inc). D’aprés Paquin et Gauthier
(1995), un marché international de 500 milliards de dollars US peut étre envisagé pour 'an

2010. II s’agit donc pour I'ensemble des analystes d’un marché en pleine progression.



Le secteur des boissons non alcoolisées est I'un des plus acdf dans le domaine des aliments
fonctionnels. Au Japon, plus de la moiué (32 p. cent) des aliments fonctionnels se
présentent sous cette forme (Paquin et Gauthier, 1995). Aux Etats-Unis, 819 millions de
dollars ont été dépensés en 1996 pour des boissons, soit prés de la moité (48 p. cent) des
ventes en aliments forufiés (Ohr, 1998). Sur le marché européen, les boissons énergisantes
et les boissons pour sportifs ont représenté en 1996 une consommation de prés de 536
millions de litres, soit une progression de 27 p. cent par rapport a la consommation

enregistrée en 1993 (Hervé, 1997).

La gamme des boissons nutraceutiques offertes sur le marché est trés diversifiée. A titre
d’exemples, le Tableau 2 présente une liste de boissons nutraceutiques actuellement
disponibles. On v retrouve des boissons fortifiées en vitamines (A, B, C et E), en minéraux
(calcium, magnésium, fer, etc), en polysaccharides (fibres) et en protéines. La
consommation de ces boissons enrichies assure donc un apport supplémentaire en
nutriments essendels, en remplacement des comprimés vitaminés ou des complexes de
minéraux qui sont moins populaires auprés des consommateurs. De plus, des études ont
démontré que 'absorption de certains nutriments est souvent facilitée dans le cas des

aliments fortifiés, comparativement a celle des suppléments (Paquin et Gauthier, 1995).
1.2 Les boissons fortifiées en protéines du lactosérum

Selon Burn (1995), la demande en aliments fonctonnels est dominée par trois groupes de
consommarteurs: les personnes igées, les individus sous régime amaigrissant et les sportfs.
En effet, selon Platczman (1998) les fonctions du corps humain liées a la digestion,
labsorption et a Iassimilation des nutriments perdent de leur efficacité avec le
vieillissement. D’aprés Burn (1995), une personnes de 65-70 ans nécessite une diéte moins
riche en calories, mais non moins protéinée. Dans le cas des personnes sous régime

amaigrissant, les diétes a base de protéines permertent une perte de poids corporel tout en

maintenant ’équilibre azotée du corps humain (Frokjaer, 1994; Burn, 1995).
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Tableau 2: Exemples de boissons nutraceutiques disponibles sur le marché!.

Produit Compagnie/Pays Caractéristique

Fibi Coca-Cola Boisson gazeuse riche en tibres bénétiques
pour la santé du systeme digestf

FibeMiru Ortsuka Pharmaceudcals Boisson gazeuse fortfiée en fibres,
vitamines et minéraux

Toshu Cha Hitachi Zonen Corp. Thé forufié en calcium

FP21 Asasi Beer Co. Boisson pour sportfs a base de protéines,
contenant du collagene

[sostar Wander Boisson isotonique a base de
polysaccharides et de minéraux (Na, K, Mg,
Ca,Clet D)

Pocan Sweert Stevia Ootsuka Boisson isotonique i base de stevioside, un
glycoside végéral

Red Bull France Boisson énergisante a base de catéine, de
taurine et d’acides aminés

Spotit Rawlands Boisson énergisante a base de sucre et de
maltodextrine

Gong New Dnnks Co. Boisson énergisante contenant de la caféine

' Adapté de Potter (1990); Sienkiewicz et Riedel (1990); Jelen (1992); Paquin et Gauthier (1995).



1

Drautre part, les protéines érant en parte responsables du développement er de la
puissance des muscles (Swartz, 1993), les sportifs pratiquant des épreuves d’endurance (ex.:
marathon) requiérent une diéte riche en protéines. Dans le domaine des boissons pour
sportifs, le secteur des boissons isotoniques domine actuellement le marché. Ces boissons,
a base d’oligosaccharides, permettraient de maintenir I’équilibre des fluides et des minéraux
de lorganisme durant un exercice physique (Hervé, 1997; Burg, 1998). Toutefois, des
¢tudes récentes ont permis de démontrer que les boissons a base de protéines et

d’oligosaccharides, destinées a des athlétes de haut niveau, assuraient un meilleur taux de

glycogénadon tout en améliorant le développement de la masse musculaire (Fr@kjaer, 1994;

Burn, 1995).

Dans le domaine des boissons fortfiées en protéines, le lactosérum est largement udilisé.
De fagon générale, I'addidon du lactosérum a ces boissons vise un objectif nutritionnel en
raison de la qualité nutridve de ces protéines et de sa richesse en certains minéraux et
vitamines (Evans, 1982; Sienkiewicz et Riedel, 1990; Jelen, 1992; Giese, 1995).
A dire d’exemple, le Tableau 3 présente une gamme de boissons i base de lactosérum
actuellement disponible sur le marché. Dans ces boissons, le lactosérum est addidonné
sous différentes formes selon les traitements appliqués au produit: lactosérum brute,
déminéralisé, déprotéiné, concentrés de protéines ou ingrédients hydrolysés (Tuohy et al,,
1988; Sienkiewicz et Riedel, 1990; Jelen, 1992; Swartz, 1995). Jusqu’a présent, l'udlisaton
d’ingrédients hydrolysés a cependant été réservée aux boissons nutritionnelles du type
formules entérales, ou encore a des formules hypoallergéniques destinées aux nourrissons

(Jelen, 1992).

Bien que la fagon la plus économique d’utiliser le lactosérum dans les boissons soit sous sa
forme brute, les concentrés de protéines du lactosérum obtenus par ultrafiltradon, de
meéme que la fracton résiduelle générée par ce procédé (perméar) sont souvent utlisés
pour la préparation de boissons fortifiées en protéines (Jelen et al., 1987; de Wit, 1989b,
Sienkiewicz et Riedel, 1990; Jelen, 1992). Par exemple, le perméat d’ultrafiltration peut étre
utilisé pour la préparadon de boissons alcoolisées traditionnelles comme la biére. Dans le

cas des concentrés (30-70%), ils sont habituellement udlisés pour augmenter la valeur



Tableau 3:

Exemples de boissons & base de lactosérum disponibles sur le marché!.

Produit

Pays

Caractéristiques

Narure's Wonder

Clona Dew

Rivella Acuve

Frusighurt

Morea

Yor

Takst

Lacella

Fauna-fitt

[aterlac

Suede

[rlande

Allemagne

France

Pays-Bas

Pays-Bas

Autriche

Hongrie

Belgique

Boisson aux fruits 2 base de protéines du
lactosérum, de lactose hydrolysé et de jus de
fruits de la passion, d’ananas, et d’orange
(50%)

Boisson a base de jus de fruits et de
lactosérum brut

Boisson gazeuse pour sporuf a base de jus
de truir, de lactosérum déprotéiné et d’eau

Boisson aux fruits a base de lactosérum brut
et de jus de pomme et citron (10%)

Boisson aux fruits a base de lactosérum
concentré et de jus de mangue, govave, kiwl
et fruit de la passion (40%0)

Boisson a base de vogourt écrémé (46%), de
lactosérum brut (43%) et de jus de fraise,
pomme et cerise

Boisson aux fruits a base de lactosérum brut
(85%), de jus de fruits tropicaux (6%) et de
saveurs

Boisson aux fruits a base de lactosérum brut
et de jus de mangue, pamplemousse et lime

Boisson a base de permméar de lactosérum
fermenté (85%) et d’un mélange de jus de
fruits (mangue, ananas, fraise)

Boisson au vogourt a base de lactosérum
brut (45%), de yogourt écrémé (44%) et de
jus de fraises (4%)

I Adapté de Jelen (1992).
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nutritive des boissons. De fagon i rehausser I'image des boissons gazeuses, de Wit (1989b)
et Jelen (1992) ont méme suggéré I'ajout des protéines du lactosérum dans ces boissons a
calories vides. Selon de Wit (1989b), une boisson peut facilement étre fortifiée a plus de
1% de protéines du lactosérum. Toutefois, a des concentratons en protéines supérieures i
3%, la saveur originale de la boisson est affaiblie, probablement en raison de la capacité des
protéines a lier certains composés aromanques (de Wit, 1989b; Fares et al, 1998;

Korhonen et al., 1998; Lubbers et al., 1998).

La grande solubilité des protéines du lactosérum sous conditons acides facilite leur
utlisadon dans les boissons et permet de les udliser 2 des valeurs de pH aussi faibles que
celles prévalant dans les jus de fruits (Evans, 1982; Mangino, 1992; Frokjaer, 1994;
Huffman, 1996; Burrington, 1998a; 1998b). En fait, les ingrédients protéiques retrouveés
dans ce rype de boissons aux fruits doivent demeurer solubles et offrir une bonne stabilité
lors des traitements thermiques appliqués a ce type de produits et ce, méme en présence
d’acides organiques, de saveurs ou de sucres (Sienkiewicz et Riedel, 1990). A pH acide
(<3.8), les protéines du lactosérum seraient résistantes a la coagulation lors du traitement
de pasteurisation des boissons (Tuohy et al., 1988; Jelen, 1992). Toutefois, des interactions
avec les polysaccharides (ex.: pectine) présents dans les jus de fruits peuvent conduire a la
formatdon d’un réseau gélifié ou encore, augmenter la précipitaton des protéines dans le
produit (Jelen et al,, 1987; de Wit, 1989b; Jelen, 1992). Il est donc important d’accroitre la
résistance de ces protéines a la chaleur lorsqu’elles sont destnées a la fortficaton
protéique des jus de fruits. Selon Mangino (1992), la solubilité et la stabilité des protéines
lors des traitements thermiques sont directement reliées a la concentraton en lactose des
concentrés de protéines du lactosérum. Le lactose aurait pour effet d’augmenter la
résistance des protéines a la chaleur et par conséquent, d’améliorer leur solubilité (Evans,
1982; Jelen, 1992; Mangino, 1992; Creamer et MacGibbon, 1996). D’autre part, ’hydrolyse
enzymatque des protéines est reconnue par de nombreux auteurs comme un moyen
etficace pour améliorer la stabilité i la chaleur des protéines (Haque, 1993; Frdkjaer, 1994;
Mahmoud, 1994). Cette modification des protéines permettrait d’augmenter, entre autres,

la solubilité des protéines dans des solutons hyperprotidiques.
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Ces derniéres années, la nouvelle vague des aliments fonctionnels relance Pintérét des
boissons a base de protéines du lactosérum en raison de la valeur nutritive de ces protéines.
L’excellente compatbilité entre le lactosérum acide et les jus a base d’agrume,
principalement l'orange er le pamplemousse, peut donc étre mise i profit pour la
préparation de jus enrichis en protéines (Tuohy et al., 1988; Gandhi, 1989; Jelen, 1992).
Dans ces jus le lactosérum est facile 2 mélanger et sa saveur de «petit laio est bien masquée.
Cependant des problémes technologiques sont a prévoir avec les protéines du lactosérum,
comme leur insolubilité suivant la pasteurisation des jus, la saveur salée caractéristique du
lactosérum et P'apparidon d’amertume si des hydrolysats enzymatiques sont udlisés comme

source de protéines.
2. LES PROTEINES DU LACTOSERUM
2.1 Le lactosérum et ses dérivés

Le lactosérum, sous produit de la fabrication fromagére, est obtenu suite a la coagulation
des caséines sous l'action de la présure (lactosérum doux), ou suivant lacidificaton
(lactosérum acide) du lait Morr, 1989). Il se compose essentiellement d’eau et de lactose, et
d’une faible proportion de protéines et de lipides résiduels, comme le montre le Tableau 4.
En fait, la teneur en eau du lactosérum est supérieure 2 93%, alors que son contenu en
protéines est inférieur a 1%; les protéines représentent donc 10 a 12% des solides totaux

du lactosérum (Morr, 1989).

En raison des bonnes qualités nutridonnelles et fonctonnelles des protéines du
lactosérum, elles sont valorisées et commercialisées sous la forme de concentrés (CPL) ou
d’isolats de protéines du lactosérum (IPL). Les technologies et procédés udlisés pour la
fabricadon de ces ingrédients protéiques ont été revus par de nombreux auteurs (Evans,
1982; Morr, 1989; Jelen, 1992; Morr et Ha, 1993; Mulvihill, 1994; Huffman, 1996). Dans le
cas des CPL, ils sont obtenus par un procédé d’ultrafiltraon combiné a une ou plusieurs

¢rapes de diafiltration. Ce procédé permet de concentrer les protéines a des teneurs variant



Tableau 4: Composition chimique et pH du lactosérum acide et du lactosérum doux!.

Constituants (%)

Lactosérum acide

Lactosérum doux

Eau 93,6 93,4
Lactose 4,3 4,9
Protéines 0,7 0,8
Lipides 0,1 0,2
Minéraux 0,8 0,5
Calcium 0.1 0.1
Sodium 0.1 0.1
Potassium 0.2 0.1
Phosphore 0.1 0.1
Acide lacuque 0,5 0,2
pH <351 23,6

! Tiré de Bassette et Acosta (1988); Morr (1989).
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entre 35 et 80% tout en éliminant une parte du lactose et des minéraux présents dans le
lactosérum, comme le montre le Tableau 5. Par contre, les lipides sont concentrés avec les
protéines ce qui peut affecter la fonctionnalité des CPL a forte teneur en protéines. Cet
etfer n'est pas observé dans le cas des IPL, ces derniers étant obtenus par adsorption des
protéines sur des résines d'échanges ioniques, suivi d’'une étape d'ultrafiltration. Pour ce
tvpe de produit, il est donc possible d’atteindre des teneurs en protéines supérieures a 95%
avec une climinadon quasi-totale du lactose et des lipides, combinée 4 une diminution
importante de la teneur en minéraux. Les IPL, de par leur composition, sont donc bien

adaptés a des applications nutritionnelles.
2.2 Les principales protéines du lactosérum

Les protéines du lactosérum se définissent comme les protéines du lait qui demeurent
solubles suite 4 la précipitation des caséines 4 pH acide (2 pH 4,6), ou par 'action de la
présure (de Wit, 1989a). Elles représentent 20% des protéines totales du lait et sont
composées principalement de la B-lactoglobuline (50%), I'at-lactalbumine (12%), la sérum
albumine bovine (BSA) (5%), les immunoglobulines (10%), les protéines mineures
(moins de 5%) et les protéose-peptones (fragments de caséines; 15-20%) (Morr, 1989;
Gotf et Hill, 1993). Parmi ces protéines, la B-lactoglobuline et I'a-lacralbumine sont les
protéines qui influencent le plus les propriétés nutritionnelles et fonctionnelles du
lactosérum, de méme que le comportement des protéines du lactosérum lors des
traitements industriels. Les caractéristiques de ces deux protéines seront donc présentées

plus en détails.

2.2.1 La B-lactoglobuline (B-1g)

La B-lactoglobuline (B-lg), principale protéine du lactosérum, est constituée de 162 résidus
d’acides aminés et posséde une masse moléculaire de 18 300 da. Jusqu'a maintenant, 9
variants génétiques ont été idendtiés chez cette protéine, les variants A et B étant les plus

fréquents. La différence entre ces deux variants génétiques provient de la substitution des



Tableau 5: Comparaison de la compositon d’une poudre de lactosérum, de concentrés

de protéines du lactosérum (CPL) et d’un isolat de protéines du lactosérum

(PL)%.
Constituants Poudre de CPL-35 CPL-80 IPL
o p/v) lactosérum
Protéines 15 35 80 926
Lactose 75 55 6 <1
Lipides 1 3 8 <1
Minéraux 9 7 6 3

! Tiré de Mangino (1992); Fiches techniques des produits de la compagnie Davisco
Internadonal, [nc. (Le Sueur, MN).
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résidus d’acides aminés ASP¢s et VAL 1x dans le variant A, par les résidus GLY s et ALAns
dans le variant B. Elle posséde un groupement thiol libre en position 121 (McKenzie et
al.,1972) et sa structure tertaire est stabilisée par la présence de deux ponts disulfures
(Kinsella, 1988), localisés en positdon CYSe-CYSien et CYS-CYS119 (Papiz et al., 1986).

La structure secondaire de la B-lg est construée d’environ 15% d’hélice @, 51% de feuillet

B, 17% de courbure et 17% de structure désordonnée (Creamer et al., 1983). Au niveau
de sa structure tertaire, elle présente la forme d’une poche ou d’un calice hydrophobe,

constitué principalement par les feuillets § (Figure 1).

La structure quaternaire de la B-lg varie selon le pH, tel qu'illustré a la Figure 2. Entwe pH

3.0 et 7.0, la B-lg se présente sous la forme de diméres (Pessen et al., 1985) due a des
interactions électrostatques et hydrophobes entre des résidus localisés a la surface des
monomeéres (Creamer et al., 1983; Papiz et al.,, 1986). Cependant a basse température
(0-4°C), pour des concentrations en [-lg de I'ordre de 15 g/i et 2 pH entre 3.7 et 5.1, la
protéine est sous forme d'octamére, les monomeéres se liant entre eux par des liaisons
hydrogénes. A des pH inférieurs a 3.0, une dissociation réversible des diméres se produit
suite a des répulsions électrostatiques entre les sous-unités (Creamer et al., 1983). A pH
supérieur 4 6.5, les diméres passent graduellement a I’érat monomérique, cette structure
érant prédominante a pH 7.5. Ace pH, il se produit aussi une transformadon réversible,
appelée transition de Tanford. Cette transidon implique I'expositon et !'tonisaton d’un
groupement carbonyle, qui augmente la réacuvité du groupement thiol libre et mene a
I'expositon partielle d’un résidu tyrosine (Tanford et al., 1959; McKenzie, 1971). A des pH
supérieurs a 8.0, la dénaturation irréversible débute et conduit 4 la formaton d’agrégats.
Selon Swaisgood (1982), la rupture des ponts disulfures, I'oxydation du groupement thiol

libre et des échanges entre les groupes SH et SS seraient responsables de la dénaturation

irréversible de la B-lg a ces valeurs de pH.
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Figure 1:

Représentation schématique de la structure tertiaire de la B-lactoglobuline,

montrant la liaison d’'une molécule de rétinol. Adapté de Papiz et al. (1986).
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Bien que le rdle physiologique de la B-lactoglobuline soit encore mal défini (Hambraeus,
1992), cette protéine est d’une trés grande qualité nutritive grace a son contenu élevé en
acides aminés essendels (Morr, 1989; Hambling et al.,, 1992), notamment la leucine et la
lysine. De plus, elle est riche en méthionine et en cystéine, principales sources de soufre
chez ’humain (Dibley, 1997). Selon Creamer et MacGibbon (1996), une des fonctdons de la
B-lg bovine serait de lier et protéger le rétinol (vitamine A), précieux constituant du lait de
vache. En effer, sa ressemblance avec la RBP (Retunol Binding Protein) et d’autres
protéines appartenant a la famille des protéines liant des molécules hydrophobes suggére
qu'une des foncdons physiologiques de la B-lg serait le transport du rédnol. De récentes
études démontrent aussi I'intérét de cette protéine comme réservoir de pepddes bioactfs.
En effet, la producton d’'un peptide i activité opioide, le B-lactorphin (102-105), a été
obtenu suite 2 hyvdrolyse /n w0 de la B-lg a l'aide de la trypsine et de la pepsine
(Korhonen et al., 1998). De méme, suite a ’hydrolyse trypsique de la B-lg, Mullaly er al.
(1997) ont démontré Iacdvité andhypertensive du fragment 142-148. Ce peptde
permettrait l'inhibiton de I'angiotensine (ACE), une enzyme impliquée dans la régulauon
de la pression sanguine. L’actvité anthypertensive du fragment 78-80 de la B-lg a

également été démontrée par les travaux de Abubakar et al. (1998).

En raison de sa structure particuliére, la B-lg posséde la capacité de lier des acides gras et
des composés aromatiques (de Wit, 1989a; Korhonen et al., 1998; Lubbers et al., 1998). La
liaison de ces molécules 2 la B-lg augmenterait sa stabilité thermique (Puvol et al,, 1994) et
sa résistance a la dégradadon enzymatique (Puyol et al., 1993). Il a aussi été démontré que
certains composés sont en mesure d'interagir avec la B-lg et de contribuer a la stabilisaton
de sa structure tridimensionnelle. Toutefois, la -lg est absente du lait humain er elle est

considérée comme I’allergéne le plus important du lait de consommation (Schmidt et Poll,

1991; Nakamura et al,, 1993b; Ena et al., 1995; Aimuds, 1998).



2.2.2 L’c-lactalbumine (a-la)

L'o-lactalbumine (a-la), seconde protéine en importance dans le lactosérum, est une
protéine globulaire compacte relatdvement stable i la chaleur (Brew et Grobler, 1992;
Creamer et MacGibbon, 1996). Elle est constituée de 123 résidus d’acides aminés et
possede un poids moléculaire de 14 200 da. Il existe 2 variants génétiques (A et B) de 'at-la
qui différent dans leurs séquences en acides aminés par la subsdtution du résidu ARG
dans le variant B, par un résidu GLN, dans le variant A. De plus, les séquences en acides
aminés de '0-la humaine et bovine sont homologues a 72% (Dibley, 1997). La structure

secondaire de cette protéine est constituée de 26% d’hélice o, 14% de feuillet B et de 60%
de structure désordonnée (Creamer et al., 1983). Il s’agit d’'une méralloprotéine qui contient
un atome de calcium et dont la structure est stabilisée par la présence de 4 ponts disulfures.
Cette protéine intervient principalement 2 titre de cofacteur dans la biosynthése du lactose,
a partdr du galactose et du glucose (de Wit, 1989a; Brew et Grobler, 1992; Creamer et
MacGibbon, 1996; de Wit, 1998).

2.3 La stabilité thermique des protéines du lactosérum

Les traitements thermiques affectent la structure des protéines de fagon réversible ou
irréversible. La réversibilité de la dénaturadon est dictée par la séquence des acides aminés,
Pérat natif de la protéine et son environnement chimique tels le pH, la concentration en
protéines et la force ionique (Kinsella, 1984). Selon de Wit (1998), la dénaturation des
protéines du lactosérum se fait en deux étapes: premiérement, on assiste au déplissement
de la structure tertiaire des protéines, qui peut étre réversible ou non, suivie par la

dénaturadon irréversible des protéines via I'agrégaton des molécules.

Les études menées sur la dénaturadon thermique des protéines du lactosérum, et plus
particuliérement de la 3-lg, ont fait 'objet de nombreux travaux (Renard, 1994; Hoffmann,

1997). En fair, la teneur élevée (>50%) en B-lg des protéines du lactosérum influence

fortement la thermosensibilité et le comportement des ingrédients a base de protéines du



lactosérum lors des traitements thermiques (de Wit et Hontelez-Backx, 1981; Kinsella,

1984).

A des températures supérieures 3 60°C et 2 pH 8.0, la B-lg subit une dénaruration
ircéversible (Evans, 1982; Hambling et al, 1992; Galani et Owusu Apenten, 1996). Au-
dessus de cette température, on assiste au bris des ponts disulfures intramoléculaires et a
'apparition de groupements thiols libres hautement réacafs. Ces groupements conduisent a
la polymérisaton de la B-lg et a la production d’agrégats insolubles (Lee et al., 1992; Xiong,
1992), via la tormaton de liens disulfures intermoléculaires (Evans, 1982; Creamer et
MacGibbon, 1996). Lors d’un chauffage (15 a2 30 minutes) a 70-85°C en milieu acide (pH
4.5), la B-lg se présente sous forme dénaturée et insoluble. A ce pH, il v aurait coagulation
des protéines par agrégation et formadon de liens disulfures intermoléculaires avec des
protéines voisines. Par ailleurs, suite 4 un chauffage a2 80°C 4 pH neutre (6.8-7.5), la B-lg
serait partiellement dénaturée, sans agrégadon ni perte de solubilité. Il semble que pour ces
valeurs de pH, le groupement thiol soit démasqué et acuvé, provoquant ainsi un
réarrangement des ponts disulfures intermoléculaires qui contribuent alors a stabiliser la

molécule (de Wit et Klarenbeek, 1981; Pearce, 1989).

Dans le cas de 'dt-lactalbumine, elle posséde une température de dénaturadon supérieure a
celle de la B-lg, soit 75-80 °C. En raison de sa faible taille et de la présence de 4 ponts
disulfures, I'at-la est dénaturée de fagon réversible lorsquelle est exposée i des

températures autour de 62°C i pH 6.5; cette protéine retrouve donc sa conformaton

native apres refroidissement (Kinsella, 1984; de Wit, 1989a; Brew et Grobler, 1992).

L’un des problémes majeurs des protéines du lactosérum est donc leur manque de stabilité
lors des traitements thermiques. La présence de certains agents chimiques influence
toutefois la stabilité de ces protéines. Ainsi, la présence de sucres (ex.: sucrose, lactose), de
polyols (ex.: glycérol) et de sels (Ca2*, Na=, Cl") aurait pour effet de protéger les protéines,
dont la B-lg, et d’augmenter leur stabilité a la chaleur (Evans, 1982; Hambling et al., 1992;
Jelen, 1992; Mangino, 1992; Creamer et MacGibbon, 1996). Dans le cas des sucres et des



alcools, ils permettraient d’augmenter la structure de 'eau et de renforcer les interactions
hvdrophobes responsables de la conformadon des protéines (de Wit, 1989a; Kinsella et al.,
1989). Les sels minéraux pour leur part, augmenteraient la température de dénaturadon des
protéines du lactosérum. En effet, Bove et al (1993) ont démontré une augmentation de la
température de dénaturation de ces protéines de 76,3°C a 82°C er 83,3°C, pour des
concentradons en NaCl de 0, 1 et 2N. Les sels dissous auraient également un effer sur la

température de dénacuration de la B-Ig. A pH constant, 'accroissement des teneurs en ions

Ca?-, Na~ ou Cl' conduit 4 une augmentation de la température de dénaturation de la B-Ig
(Harwalkar et Ma, 1990); la conformaton de cette protéine serait alors affectée par des

interacdons électrostadques entre les groupements chargés.

Enfin, des travaux réalisés par Barbeau et al. (1996) ont démontré que les fragments 41-60
et 21-40 de la B-lg, isolés d’un hydrolysat trypsique de protéines du lactosérum, permettent
d’améliorer la stabilité thermique de ce:te protéine et ce, par voie d'interactions spécifiques
(ionique ou hydrophobe). Selon ces auteurs, le caractere hydrophobe de ces pepddes leur
permettraient d’interagir avec le cceur hydrophobe de la B-lg, stabilisant ainsi la

conformation de la protéine (Barbeau et al., 1996).
2.4 Les propriétés fonctionnelles des protéines du lactosérum

Les propriétés fonctionnelles des protéines se définissent comme des propriétés, autres que
nutritonnelles, qui influencent les caractéristiques d’un systéme alimentaire et qui ont un
impact sur sa structure, sa texture, son apparence, sa saveur ou sa viscosité (Morr et Ha,
1993; Vojdani et Whitaker, 1994). En général, elles sont classées en deux groupes distncts:
1) les propriétés d’hydratadon telles la solubilité, la dispersibilité, la viscosité et la
gélification et 2) les propriétés de surface, incluant le moussage et 'émulsification. Ces
propriétés sont dépendantes de la température, du pH et de la force ionique, de méme que
de la présence d’autres composés dans le milieu: protéines, lipides, hydrocolloides, sucres,

calcium ou autres ions (Morr et Ha, 1993; Burrington, 1998b; de Wit, 1998).



De fagon générale, les protéines du lactosérum ont une bonne capacité de rérenton d’eau
et sont solubles sur une gamme étendue de pH (2 a 10) (Cheftel et Lorient, 1982; Mangino,
1992; Morr et Ha, 1993). Selon de Wit et al. (1986), la solubilité est le facteur qui gouverne
les autres propriétés fonctonnelles des protéines. Une protéine doit d’abord étre soluble
dans un systéme alimentaire atin d’interagir avec les autres molécules en soluton.
Toutefois, une solubilité rorale des protéines n’est pas indispensable pour 'expression de
leur foncdonnalité (Mangino, 1992). Les travaux de Hermansson (1973) ont démontré que
la solubilité des protéines du lactosérum érait influencée par le pH et la force ionique du
milieu. Lorsque des sels sont ajoutés progressivement i une solution de lactosérum
déminéralis¢ (>90%), pour des valeurs de pH comprises entre 4.5 et 3.5, deux effets sont
observés: premiérement, la solubilité des protéines augmente (salting-in) pour atteindre un
maximum au dela duquel elle diminue (salung-out). Le phénoméne de salung-in est
généralement considéré comme une amélioradon nette de la solubilité des protéines, basée
sur des interactions électrostatques non spécifiques entre des protéines chargées et leur

environnement (de Wit, 1989a).

Les protéines du lactosérum sont reconnues pour leur aptitude 2 donner des solunons peu
visqueuses et pour leur facilité a gélifier sous des conditons appropriées. La formadon
d’un gel de protéines survient principalement en raison de 'augmentation des interactions
protéine-protéine, au détriment des interactions protéine-solvant (eau) (Gault er Fauquant,
1992; Mangino, 1992; Robin et al., 1993; Mahmoud, 1994; Bove et al., 1995). Bien que le
mécanisme de gélification n’est toujours pas élucidé, il est admis que ce processus se fait en
deux étapes: la dénaruratdon (ou déplissement) des protéines, puis l'agrégation (ou
associaton) des molécules dénaturées (de Wit, 1989a; Mangino, 1992) avec

emprisonnement de molécules d’eau.

La gélification des protéines du lactosérum s’observe généralement a des températures
supérieures 4 70°C. A ces températures, on assiste au déplissement des protéines, a
'exposition de nombreux sites réactifs et a la formation d’interactions intermoléculaires
(Aguilera, 1995). Lorsque des ponts disulfures sont formés, les gels de protéines du

lactosérum sont thermoirréversibles, alors qu’ils demeurent réversibles lorsque des liaisons



hydrogénes sont impliquées (Gault et Fauquant, 1992; Robin et al, 1993). Enfin, la
gélificaton des protéines du lactosérum peut étre induite par divers movens chimiques et
physiques incluant les traitements thermiques, l’ajout de calcium, l'ajout d’acides ou
d’autres agents déstabilisants, 'oxvdadon chimique et les traitements enzymatiques

(Mangtno, 1992; Ju et al,, 1997).

Les protéines du lacrosérum sont également reconnues pour leur capacité a tormer des
mousses et des émulsions. A des concentratdons reladvement basses, ces protéines ont la
capacité de s’adsorber aux interfaces air/eau et huile/eau d’un aliment et de réduire la
tension interfaciale du milieu (Graham et Phillips, 1979; Phillips, 1981; Morr et Ha, 1993).
Cependant, la stabilité des mousses et des émulsions préparées avec ces protéines est
généralement faible (Kinsella, 1981; 1984; Kinsella et al., 1989; de Wit, 1989a; Mangino,
1992; Morr et Ha, 1993). D’autre part, Shimizu et al. (1981) ont démontré que les protéines
du lactosérum adsorbées i la surface de globules de gras éraient hydrolysées plus facilement
par des protéases que lorsqu’elles se trouvent en soludon; ces résultats indiquent donc que
'adsorption des protéines du lactosérum aux interfaces induit des changements de la

conformation de ces protéines.

2.5 La qualité nutritionnelle des protéines du lactosérum

Selon Giese (1994), la qualité nutridonnelle d’'une protéine est basée sur trois facteurs: (1)
sa teneur en acides aminés essendels, (2) sa digestbilité et (3) la biodisponibilité de ses
acides aminés. En raison de leur teneur élevée en acides aminés essendels, notamment la
lysine, la leucine et la thréonine, les protéines du lactosérum présentent une valeur
nutritionnelle supérieure a celle des caséines ou des protéines d’origine végétale (Cheftel et
Lorient, 1982; Hambraeus, 1992; Swartz, 1995; de Wit, 1998). On note au Tableau 6 qu’a
exception des acides aminés phénylalanine+tyrosine, les teneurs en acides aminés
essentiels des protéines du lactosérum dépassent largement celles de la protéines de
référence proposée par l'organisaton mondiale de la FAO/WHO/UNU (1985). Elles sont
donc utlisées abondamment dans les produits alimentaires afin d’en rehausser la valeur

nutritive.



Tableau 6:

proposée par la

alimentaires!.

[§]
~

Composidon en acides aminés essentdels de la protéine de référence

FAO/WHO/UNU (1985) et de quelques protéines

Acides aminés | Protéines du Caséines Protéines Protéines FAO/WHO/
lactosérum de soya de ble UNU (1985)
Isoleucine 76 54 51 34 46
Leucine 118 95 82 69 93
Lysine 113 81 68 23 66
Méthionine + 52 32 33 36 42
Cystéine
Phénylalanine 70 111 95 77 72
+Tyrosine
Thréonine 84 47 41 28 43
Tryptophane 24 16 14 10 17
Valine 72 75 52 38 55
Total 609 511 466 336 424

! Tiré de Hambraeus (1992); Damodaran (1996).
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Le Tableau 7 présente la valeur nutritive de quelques protéines alimentaires déterminée 2
I'aide des principales méthodes utlisées dans le domaine alimentaire: 'indice chimique (IC),
le coefticient d’efficacité protéique (CEP), le «protein digestbility corrected amino acid
score» (PDCAAS) et la valeur biologique (VB). L’indice chimique est une méthode simple
et rapide basée sur la comparaison de la compositdon en acides aminés essentiels de la
protéine érudiée avec celle d’une protéine de référence de trés grande qualité. Cet indice
n’uulise que Pacide aminé limitant pour prédire la qualité nutritive d’une protéine et ne
donne aucune informadon sur la disponibilité des acides aminés. Le CEP est une méthode
basée sur la mesure du gain de poids d’un rat blanc en croissance, suivant son alimentation
pendant 28 jours i 'aide d’une raton contenant la protéine a I'étude. Dans le cas du
PDCAAS, il s’agit d’une nouvelle méthode qui dent compte non seulement de la
comparaison de la composition en acides aminés essentiels de la protéine a I'étude, mais
aussi des besoins en protéines de I'organisme humain. Enfin, la valeur biologique est une
méthode de bilan azoté basée sur la mesure de la quandté d’azote absorbé et excréeé (urine,
féces) suivant ’alimenration de rats en croissance a partir d’'une ration contenant la protéine
a ’érude. Au rableau 7, on remarque que les protéines du lactosérum se classent au premier
(IC, PDCAAS, VB) ou au deuxi¢me rang (CEP) en terme de qualité nutridve et ce, peu

importe la méthode utilisée pour quantifier leur valeur nutridonnelle.

En plus de leur valeur nutritive, les protéines du lactosérum sont bénéfiques a la santé des
individus et ce, sous plusieurs aspects. De nombreux travaux ont démontré une relauon
étroite entre l'ingestion des protéines du lactosérum et 'amélioration de certains états
pathologiques. Par exemple, la richesse en calcium du lactosérum en fait un ingrédient de
choix pour les individus souffrant d’ostéoporose (van Moursel, 1997). Les protéines du
lactosérum sont aussi reconnues pour diminuer les concentratons plasmiques en
cholestérol (Zhang et Beynen, 1993). En effet, les travaux de Tseng et al. (1990) ont
démontré que chez le nourrisson, I'ingestion de formules lactées a base de protéines du
lactosérum, plutdt qu’a base de caséines, permettait d’abaisser le taux plasmadque du

cholestérol.



Tableau 7:

29

Comparaison de la valeur nutriive de quelques protéines alimentaires a
pardr de différents indices: indice chimique (IC), coefficient d’efficacité
protéique (CEP), «protein digesdbility corrected amino acid score»

(PDCAAS) et valeur biologique (VB)L.

Indices IC CEP PDCAAS VB
Protéines (%) (%)
(Euf entier 100 39 1.00 94
Blé (gluten) 40 1.1 0.40 52
Caséines 91 2.5 1.00 85
Lactosérum 117 3.2 1.00 95
(concentré)

Riz 39 1.3 0.55 64
Soya (isolat) 74 2.1 0.92 80

! Tiré de Damodaran (1996); Dibley (1997).
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Des propriétés immunologiques ont également été démontrées pour certaines
composantes protéiques du lactosérum (Juto et Ogra, 1978; Watson, 1990; Barra et al,,
1991; Wong et Watson, 1995). Par exemple, les immunoglobulines (Ig) bovines ont été
reconnues pour étre efficaces contre certains types d’entéropathies chez 'lhumain (Hilpert
et al., 1977; Brissow et al., 1987; Hilpert et al., 1987; Tackert et al., 1988). Chez I'animal,
etfer protecteur des antcorps du lactosérum contre plusieurs tvpes d’infections a aussi été
démontré par plusieurs chercheurs (Bridger et Brown, 1981; Saif et al., 1983; Michalek et
al., 1987). L’effet bénéfique des protéines du lactosérum chez des patents atteint du SIDA
a aussi été démontré par les travaux de Bounous et al. (1993). Ces auteurs ont démontré
que l'ajout de protéines du lactosérum non-dénaturées a |'alimentatdon des padents pour
une durée de 3 mois, permertait d’augmenter progressivement leur poids corporel et de

normaliser le contenu en glutathion des cellules mononuclées chez ces patents.

En raison de leur excellente qualité nurridonnelle et de leur nombreuses propriétés
biologiques, les protéines du lactosérum sont donc un ingrédient de choix pour la
formulaton d’aliments fonctuonnels et de produits nutraceutiques. A Uheure acruelle, ces
protéines sont avantageusement utlisées dans les boissons nutridonnelles, incluant les
formules lactées pour nourrissons, les préparatons gériatriques, les boissons pour sportifs,
les produits pour les individus sous régime amaigrissant, de méme que dans une vaste

gamme d’aliments fordfiés et de produits «santé».
3. HYDROLYSE ENZYMATIQUE DES PROTEINES DU LACTOSERUM
3.1 Hydrolyse enzymatique des protéines

De nombreux procédés ont été mis au point en vue d’améliorer la qualité nurridonnelle
(valeur nutritve, digestbilité, propriétés allergéniques) et les propriétés fonctonnelles des
protéines et ce, afin d’augmenter leur utlisaton 4 dtre d’ingrédients alimentaires. Ces
procédés incluent des modifications physiques, chimiques, enzymatiques et généuques et
ont été revus par de nombreux auteurs (Kinsella, 1976; Feeney et al., 1982; Fox et al., 1982;

Kinsella et al., 1989; Nakai et Li-Chan, 1989; Lakkis et Villota, 1992; Grasset et Bovetto,
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1993; Vojdani et Whitaker, 1994; Chobert et al., 1996). Parmi ces procédés, I’hydrolyse
enzymatque est la méthode la mieux adaptée au domaine alimentaire. En effer,
contrairement a l’hvdrolyse chimique, l'utlisaton d’enzymes permer de modifier les
protéines dans des conditions réactionnelles douces, et ne cause pas de destrucuon ou de
racémisation des acides aminés; la qualité nutridonnelle de la protéine originale est donc
maintenue (Stanlev, 1981; Adler-Nissen, 1986a; Visser et al,, 1993; Yeom et al,, 1994). De
plus, cette méthode permet de limiter la formaton de produits secondaires dans le produit
et de contrdler le degré d’hvdrolyse des protéines de méme que la raille des molécules
libérées et ce, par un choix judicieux de la spécificité de I'enzvme et des conditons

expérimentales (rato enzyme:substrat, pH, température, force ionique, etc.).

L'orientadon d’un hydrolysat enzymatque de protéines vers des utlisadons alimentaires ou
nutritionnelles spécifiques repose sur son procédé de fabricaton et sur certaines de ses
caractéristiques (Mahmoud, 1994). Par exemple, les hydrolysats possédant un degré
d’hydrolyse faible (DH 3-3%) ou de valeur intermédiaire (DH 10-15%) sont généralement
utlisés pour leurs propriétés fonctionnelles ou dans certaines formules diétédques et
suppléments alimentaires. Ceux dont le degré d’hydrolyse est plus élevé (DH >20%) sont
plutot urdlisés dans les formules hypoallergéniques et dans les produits destinés a

Palimentation parentérale (Swartz, 1995).

De fagon générale, 'hydrolyse enzymatque des protéines est obtenue a 'aide de protéases.
Ces enzymes catalysent le bris des liens peptdiques de la protéine selon des sites
spécifiques 4 leur acgvité et conduisent a la libération de peptides et d’acides amines en
proportions variables (Adler-Nissen, 1986a). Selon Panyam et Kilara (19906), le bris des
liens peptidiques méne a trois modificatons majeures ayant un impact sur la foncdonnalité
des protéines: (1) I"augmentation du nombre de groupements ionisables (NH3*, COO), ce
qui augmente ’hydrophilicité et la charge nette des molécules Mahmoud, 1994), (2) la
diminution du poids moléculaire des chaines peptidiques pouvant réduire 'allergénicité des
protéines et (3) lexposition des régions hydrophobes, initialement enfouies a I'intérieur de

la protéine, suite 4 la modificaton de sa conformaton.



Lors de 'hydrolyse enzymatique d’une protéine, le conudle des conditons d’hydrolyse est
important pour loptumisadon de la réacdon et I'obtenton de produits possédant les
caractéristiques souhaitées (Adler-Nissen, 1986a; Mahmoud, 1994). L’efficacité d’une
réacton enzymatque dépend de nombreux facteurs, dont la spécificité de ’enzyme pour
son substrat, la nature du substrat et son état natif ou dénaturé, le pH, la température, le
rauo enzyme:substrar et la force ionique du milieu. Lorsqu’une enzyme est maintenue dans
des condidons physico-chimiques idéales, son acuvité est opumisée. Pour maintenir
Pacuvité opumale d’une enzyme, il faur également éviter les températures et les valeurs de
pH extrémes, la présence d’inhibiteurs et la créadon d’interfaces (air/eau, huile/eau,

surface/eau) (Lahl et Braun, 1994).

La Figure 3 présente le procédé industriel pour la fabricaton d’un hydrolysar enzymatique
de protéines. De fagon générale, Phvdrolyse d’'une protéine implique sa mise en solution,
I'ajustemnent des condidons du milieu (T°, pH, etc.) et la retenue du mélange dans une cuve
thermostatée pour la durée de la réactdon d’hydrolyse (1 a 24 heures). Selon la protéine et
Penzyme utdlisées, ainsi que de lutilisadon envisagée, certains traitements sont parfois
appliqués au mélange protéique en amont ou en aval de la réacdon d’hydrolyse. Par
exemple, la réacton d’hydrolyse peut étre accélérée par le traitement thermique préalable
d’'une protéine native, peu susceptible 2 I'action d’une enzyme particuliére. De plus, la
compositdon d’un hydrolysat protéique, en terme de poids moléculaire de ces composantes
peptdiques, peut étre ajustée par ultrafiltradon du mélange hydrolysé afin de répondre 2

des exigences paruculiéres (ex.: applicadon nutriionnelle).

La mise au point d’un procédé industriel pour la préparation d’un hydrolysat enzymatque
de protéines nécessite donc un certain nombre de choix: 1) la sélection du substrat
protéique et si nécessaire, un pré-traitement pour modifier la protéine; 2) la sélecdon des
enzymes et des condidons d’hydrolyse; 3) la sélecton d’'un mode de contrdle de la réacuon
d’hydrolyse; 4) la sélection d’un traitement d’inactivation ou d’élimination des enzymes;
5) la sélection d’un mode de séparatdon de P'hydrolysat si nécessaire; 6) la sélecdon d’un
traitement pour améliorer certaines des caractéristiques de I'hydrolysat si nécessaire (ex.:

désamérisaton); 7) la sélecdon d’un mode de controle de la qualité du produit fini.



33

Mise en soluton de la
protéine et ajustement des
conditions du milieu

Pré-traitement
Enzyme €--nem———- de la solunon
protéique

Traitement
d’inactivation et/ou
arrét de la réaction

l €crmmmmemceaa. a Traitement
d’amélioraton
des
[ Procédé de séparation ] caractéristiques
de ’hydrolysat

l‘ ------------- S

l Procédé de concenmﬁonj
r Procédé de séchage ]

HYDROLYSAT PROTEIQUE

Figure 3: Représentation schématique du procédé de fabrication industrielle d’un

hydrolysat enzymatique de protéines. Adapté de Gauthier (1996).
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Le cout des enzymes est un critére twés important pour la préparation d’un hydrolysat
protéique 2 Iéchelle industrielle et ce dernier est trés variable selon la source enzymatique.
Par exemple, le cout de la Chymotrypsine bovine de la compagnie Novo Nordisk A/S
(Bagsvaerd, Denmark) est de 1168$/kg, alors que celui de I’ Alcalase, une protéase d’origine
bactérienne dérivée de Baallus licheniformis et provenant de la méme compagnie, est de
seulement 35S/kg. Cependant, certe préparation enzymatique étant moins pure, des ratos

enzyme:substrat plus élevés doivent étre udlisés.

3.2  Caractérisation des hydrolysats enzymatiques de protéines

En cours de procédé, la cinétique d’hydrolyse d’une protéase peut étre suivie par
différentes méthodes. La plus courante de ces méthodes est la technique du pH-stat
proposée par Adler-Nissen (1977). Cette technique consiste 2 mesurer la quantité de base
nécessaire pour maintenir constant le pH du milieu réactonnel tout au long de 'hydrolyse.
La mesure du degré d’hyvdrolyse par cette méthode est effectuée en milieu neutre ou
légerement alcalin, ou il v a dissociation des groupes aminés et libération de protons lors de
hydrolyse d’un lien pepudique. Le degré d’hydrolyse (DH), défini comme le pourcentage
de liens peptiques hydrolysés par rapport au nombre total de ces liens dans la protéine,

peut étre calculé a pardr de ’équation suivante (Adler-Nissen, 1986a):

DH (%) = B X Np X 1/ X 1/MP x 100
heoc

ou: B est la consommadon de base (ml); Nt est la normalité de la base udlisée; O est le
degré de dissociadon des groupements aminés (1/a=1,2 dans le cas des protéines laitéres);
MP est la masse de protéines (g); hewo: est le nombre total de liens peptiques dans le substrat

(8,0 meq/kg pour les protéines du lactosérum).

Le suivi d’une réaction d’hydrolyse peut également étre effectué par osmométrie, une
méthode basée sur la baisse du point de congélaton d’une solution. En cours de réaction,

Phyvdrolyse des liens peptdiques d'une protéine méne a la libéradon de molécules
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additonnelles dans le milieu, laquelle se traduit par une baisse de son point de congélation;

cette valeur est alors ualisée pour le calcul du degré d’hydrolyse selon ’équation suivante:

DH (%) = AC x 1
P 0) tot

ot : AC est la baisse du point de congélaton (mosmol); P est la concentration en protéines

(g/1000 ml H-O); 1/® est le facteur de calibratdon de 'osmométre (égal a 1,04); hwc est le
nombre total de liens peptques dans le substrat (8,0 meq/kg pour les protéines du

lactosérum).

Le degré d’hydrolvse des protéines peut aussi étre déterminé a partir de I'augmentaton du
nombre de groupements aminés libres dans le milieu suite a I’hydrolyse des liens
pepudiques et ce, par leur réacdon avec des réactifs spécifiques aux amines primaires
comme lacide trinitrobenzénesulfonique (ITNBS) et 'o-phthaldialdehyde (OPA). La
méthode TNBS est routefois longue et fastidieuse en raison de I'étape de chauffage des
échandllons et de leur protecton contre la lumiére. Dans le cas de la méthode OPA, elle
est plus simple, plus rapide et moins variable que la méthode TINBS. Il est a noter que ces
méthodes sont rarement uulisées pour caractériser les hydrolysats protéiques en cours de

réaction.

Un autre indice couramment rapporté sur les fiches techniques des hydrolysats
commerciaux est le rato AN/TN. Ce ratio est une mesure de la teneur en azote &-aminé
(AN) d’un échandllon, déterminée par un dtrage a 'acide formique, divisée par sa teneur en
azote total (TNN), mesurée par la méthode Kjeldahl, et exprimé en pourcentage. Le rado
AN/TN n’est pas un degré d’hydrolyse et il ne peut étre udlisé en cours de réacton

d’hvdrolyse. Il se calcule de la fagon suivante (Adler-Nissen, 1986a):

AN (%) = Teneurep azote @-aminé X 100

TN Teneur en azote total
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Enfin, dans le cas des hydrolysats protéiques destinés a des applicatons nutritionnelles, ils
sont aussi caractérisés en terme de profil du poids moléculaire de leurs composantes
pepudiques. Par exemple, dans le cas des boissons pour sportifs, les peptides de faibles
poids moléculaires (<3000 da) sont recherchés pour leur absorption gastro-intestinale
tacilitce (Rouanet et al, 1990; Ziegler et al., 1990; Adachi et al., 1991; Modon, 1992;
Grasset et Boverto, 1993; Cordle, 1994) et leur teneur dans les hydrolysats protéiques est
une donnée qui apparait alors sur la fiche technique de ces produits. Actuellement, "analyse
du protil de poids moléculaires des composantes d’un hydrolysat protéique se fait par
chromatographie d’exclusion moléculaire a haute performance (HPSEC). Cette méthode
de séparadon est basée sur les proprié¢tés physiques des molécules (raille moléculaire) et
non sur leurs propriétés chimiques comme pour la majorité des autres techniques
chromatographiques. Toutefois, la chromatographie d’exclusion moléculaire est une
méthode reladvement variable et dont les résultats sont influencés par la solubilité de
’hydrolysat protéique dans la phase mobile ualisée pour 'analyse. Il faut donc étre prudent
dans l'interpréradon des résultats obtenus avec cette méthode et il faut éviter de comparer
les profils de poids moléculaires de différents hydrolysats obtenus par des méthodes

HPSEC dont les conditions d’éludon sont différentes.

3.3 Effet de Pl'hydrolyse enzymatique sur les propriétés fonctionnelles des

protéines du lactosérum

Dans le domaine alimentaire, 'hydrolyse enzymatique est mise i profit afin de modifier les
propriétés foncdonnelles de la protéine originale telles la solubilité, la viscosité, les
propriétés gélifiantes, moussantes et émulsifiantes (Adler-Nissen, 1986a; Vegarud et al,
1991; Mahmoud, 1994; Panyam et Kilara, 1996). Les changements de propriétés
fonctionnelles obtenus suite a 'hydrolyse enzymatque dépendent habiruellement du degré
d’hydrolyse des protéines et de la taille des molécules composant les hydrolysats
protéiques. En effer, il semble exister un degré d’hydrolyse optimal au-dela duquel
'amélioradon des propriétés fonctonnelles d’une protéine n’est plus possible; notons que
ce degré d’hydrolyse optimal n’est pas le méme suivant enzyme udilisée, la nature de la

protéine et la propriété fonctionnelle recherchée (Kinsella et al., 1989).
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L’amélioradon de la solubilité des protéines par hydrolyse enzymatique a été rapportée par
de nombreux chercheurs (Schmide et Poll, 1991; Turgeon et al., 1992; Visser et al.,, 1993;
Lahl et Braun, 1994; Slattery et Fitzgerald, 1998; Wu et al., 1998). Cet effet serait da a la
réduction de la raille des molécules (Turgeon et al., 1992) et 4 I'apparidon de nouveaux
groupements amineés et carboxyles sur ces molécules qui augmentent alors le caractére
hydrophile du mélange (Mahmoud, 1994; Panyvam et Kilara, 1996). La plus grande
solubilité des hydrolysats au point isoélectrique des protéines permet notamment de les
utdliser 2 plus forte concentration dans les boissons aux fruits a pH acide; cet effet permet

également d’améliorer la stabilité thermique des protéines lors du traitement thermique

(ex.: pasteurisation) de certains produits (Haque, 1993; Frokjaer, 1994; Mahmoud, 1994).

Les hydrolysats protéiques donnent habituellement des solutons moins visqueuses que
celles a base de protéines intactes et ce, en raison de la réducton de la taille des molécules.
Pour la méme raison, on assiste généralement i la perte des propriéeés gélifiantes d’une
protéine suite a son hydrolyse (Mahmoud, 1994; Panyam et Kilara, 1996). En fait, une des
propriétés uniques des hydrolysats protéiques est leur faible apdrude a la gélificatdon
thermique, permettant ainsi de les utiliser a plus forte concentration dans certains produits
alimentaires. Toutefois, de nombreux travaux sur 'hydrolyse enzymatdque des protéines du
lactosérum ont démontré que certains hydrolysats présentent la capacité de former des gels
(Chen et al., 1994; Ju et al,, 1995; Otte et al., 1996a; 1996b; Ju et al., 1997; Otte et al., 1997;
Ju et Kilara, 1998). Par exemple, Ju et al. (1995) ont démontré qu’une hydrolyse limitée des
protéines du lactosérum pouvait influencer leur apdrude a la gélificadon thermique. Ces
auteurs ont observé que des hydrolysats de protéines du lactosérum préparés a 'aide de
Alcalase, une endoprotéase isolée de Bacillus licheniformis, formaient des gels a 40°C suite a
leur mise en solution (3-12% protéines) a pH 7.0. Par conrtre, des hydrolysats préparés a
l'aide de la Trypsine ou de la Neutrase® (Badillus subtilis) ne gélifiaient pas dans les mémes
conditions. La spécificité des protéases utlisées pour la fabricaton des hydrolysats serait

donc un facteur important dans la modificaton des propriétés gélifiantes d’une protéine.
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L’hydrolyse enzymatique des protéines est également udlisée en vue d’améliorer leurs
propriétés moussantes et émulsifiantes (Vegarud, 1991; Lah! et Braun, 1994; Vojdani et
\Whitaker, 1994; Turgeon et al., 1995; Lieske et Konrad, 1996; Singh et Dalgleish, 1998; Wu
et al,, 1998). En fait, I'hvdrolyse des liens peptidiques d’une protéine meéne a I’exposition
d’acides aminés hydrophobes, ininalement enfouis au sein de la protéine, ce qui augmente
’hvdrophobicité des molécules et leur affinité pour les interfaces (Panyam et Kilara, 1996).
La structure des protéines étant moins tlexible que celle des peptdes, ces derniers peuvent
donc atteindre plus rapidement un équilibre a I'interface de globules de gras (Adler-Nissen,

19806a).

Dans le cas des protéines du lactosérum, plusieurs travaux ont démontré que leur hydrolyse
enzymatdque pouvait conduire 4 des propriétés émulsifiantes supérieures a celles des
protéines natves (Jost et Mond, 1982; Chobert et al., 1988; Turgeon et al.,, 1991; 1992;
Gauthier et al,, 1993; Singh et Dalgleish, 1998). Par exemple, Singh et Dalgleish (1998) ont
démontré que des hydrolysats commerciaux de protéines du lactosérum (New Zealand
Milk Products) permettaient de stabiliser des émulsions de type huile/eau et ce, pour des
produits donc les degrés d’hydrolyse variaient entre 10 et 20%. D’autre part, Turgeon et al.
(1992) ont démontré que deux peptides issus de Ihydrolyse trypsique de la B-lg
présentaient des propriétés interfaciales supérieures a celles de la protéine nadve. Ces
peptides, correspondant aux fragments 21-40 et 41-60 de la [-lg, sont consttués de 20
résidus d’acides aminés et leur séquence primaire se caractérise par une alternance de zones
hvdrophobes et hydrophiles le long de la chaine pepddique. A pH 4.0, ces auteurs ont

démontré que la vitesse d’adsorption a un interface air/eau d’une fracton contenant plus

de 95% du fragment 41-60 était 12 fois supérieure a celle de la B-lg natve.

3.4 Effet de I'hydrolyse enzymatique sur les propriétés nutritionnelles des

protéines du lactosérum

L’hydrolyse enzymatique des protéines alimentaires permet d’améliorer leur digestbilité

et/ou leur absorption gastro-intestinale (Ziegler et al., 1990; Modons, 1992; Grasset et
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Boverto, 1993 ; Cordle, 1994; Gonzalez-Tello et al., 1994; Schmid! et al., 1994; Swartz,
1995). En effet, Adachi et al. (1991) ont démontré que les acides aminés sous forme
pepudique éraient absorbés et assimilés plus rapidement par I'organisme que les protéines
intactes ou les mélanges d'acides aminés libres. Pour ces raisons, les hydrolysats
enzymauques de protéines sont udlisés comme principale source d’azote dans plusieurs
mélanges nutriionnels, de méme que dans les formuladons diététiques destinées aux

patents qui présentent des problémes de malnutriton ou des désordres gastro-intestinaux

(Frokjaer, 1994; Gonzelez-Tello et al., 1994; Swartz, 1995).

Drautre part, I’hydrolyse enzymatque des protéines est une méthode utlisée pour réduire
les risques d’allergies aux protéines laitieres, en particulier ceux associés a la -
lacroglobuline (Jost et al., 1987; Schmidt et Poll, 1991; Nakamura et al., 1993b; Visser et al.,
1993; Erpa et al,, 1995). En effet, les peptides ne présentent pas les mémes propriétés
biologiques et immunologiques que les protéines natives et de fagon générale, on reconnait
que les peptides dont le poids moléculaire est inférieur 2 2500 da ne sont pas immunogénes

(Cordle, 1994).
3.5 L’amertume des hydrolysats enzymatiques de protéines

Le principal désavantage de I’hydrolyse enzymatique des protéines est la possibilité de
générer des peptdes amers, lesquels sont responsables des défauts de saveur rencontrés
dans certains produits addidonnés d’hydrolysats protéiques (Ma et al., 1983; Adler-Nissen,
1986a; Pedersen, 1994; Yeom et al., 1994; Godfrey, 1996). Il est important de préciser que
les pepudes amers ne sont pas des produits secondaires de la réacton, mais des produits
normaux issus de I'hydrolyse enzymatique des liens peptidiques d’une protéine (Adler-
Nissen, 1986a). Bien que le mécanisme de formaton de 'amertume ne soit toujours pas
€lucidé, de nombreux chercheurs ont démontré que I'amertume d’un pepdde est
dépendante de sa teneur en acides aminés hydrophobes (Matoba et Hata, 1972; Adler-
Nissen, 1976; 1986; Yeom et al., 1994; [sawa et al., 1997a), surtout lorsque ces derniers

sont situés pres des extrémités N-terminales (Ishibashi et al., 1988) et C-terminales du



peptude (Ishibashi, 1987). En fair, plus le contenu en acides aminés hydrophobes d’une
protéines est élevé, plus sa tendance a former des pepddes amers est grande et ce, sans

égard a sa séquence en acides aminés (Maroba et Hara, 1972).

Le Tableau 8 présente les valeurs d’hydrophobicité des acides aminés trouvés dans les
protéines alimentaires. Dans une protéine globulaire intacte, la majorité des chaines
latérales hydrophobes des acides aminés sont masquées a lintérieur de la strucrure
protéique et par conséquent, ne peuvent entrer en contact avec les papilles gustadves. Par
contre, I’hvdrolyse d’une protéine méne a I'exposition des résidus hydrophobes qui peuvent
alors interagir avec les papilles gustatves, d’ou la percepuon d’une saveur amére (Adler-

Nissen, 1984; Pedersen, 1994; Godfrey, 1996; Lovsin-Kukman et al., 1996).

De fagon générale, les peptides amers conuennent entre 3 et 15 acides aminés et se
distinguent par la présence d’acides aminés hydrophobes tels la leucine, lisoleucine, la
proline, la valine, la phénylalanine, la tyrosine et le ryprophane (Pawlett et Bruce, 1996). La
majorité des acides aminés hydrophobes ayant un gour amer, les peptides formés par ces
acides aminés sont également amers (Roudot-Algaron, 1996). Il a été démontré également
que lintensité de cette amertume érait proportionnelle au nombre d’acides aminés
hvdrophobes présents dans le peptdes, de méme qu’a la tille des peptdes. Sur la base de
ces observations, Neyv (1979) a mis au point la régle du «Q-value» afin de prédire la
probabilité d’apparition de I'amertume dans un hydrolysat protéique. Cette régle utilise les
valeurs calorifiques (Af;) spécifiques a chacun des acides aminés (Tableau 8) pour calculer
’hvdrophobicité globale d’un peptde. La valeur Q se définit comme la mesure de
’hydrophobicité des peptides et correspond a la moyenne des énergies libres de transfert
(Af.) de P’éthanol i I’eau, des acides aminés constituant le peptide (Adler-Nissen, 1986b).

Elle se calcule a I'aide de I’équaton suivante:

Q = ZAf.

n



Tableau 8:

acides aminés présents dans les protéines alimentaires!.

Af-value a 25°C

Acides aminés (cal/mole)
Glutamine -100
Asparagine -10
Glycine 0
Cystéine/Cystine 0
Sérine 40
Thréonine 440
Hisudine 500
Acide aspartique 540
Acide gluramique 550
Arginine 730
Alanine 730
Méthionine 1300
Lyvsine 1500
Valine 1690
Leucine 2420
Proline 2620
Phénylalanine 2650
Tyrosine 2870
Isoleucine 2970
Tryptophane 3000

' Tiré de Ney (1979).
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Energies libres de transfert (hvdrophobicité) des chaines carbonées des



ou: Q est ’hvdrophobicité moyvenne (calories/mole) du peptde
ZAf. estla somme de I’hydrophobicité relative (calories/mole) des résidus
d’acides aminés du peptide, mesuré a 25°C

n est le nombre de résidus d’acides aminés dans le peptde

Selon Ney (1979), les peptdes amers ont une valeur d’hvdrophobicité movenne supérieure
2 1400 calories par mole (3,86 k), alors que les pepudes non amers ont une valeur
inférieure a 1300 calories par mole (5,44 kJ). Ceute théorie a toutefois été largement
controversée, principalement en raison de la suresumaton de 'amertume des peptides 2

partir de la valeur Q (Adler-Nissen, 1986b).

L’apparivon d’amertume dans les hydrolysats enzymatques de protéines a été érudiée par
de nombreux auteurs (Ma et al., 1983; Adler-Nissen, 1986b; Visser et al., 1993; Yeom et al,,
1994; Ge et Zhang, 1996; Lovsin-Kukman et al, 1996, Isawa et al, 1997a; 1997b;
McDonnell et al,, 1997). Ces travaux ont démontré, entre autres, que les caséines et les
protéines de sova ménent trés souvent a 'apparition d’amertume dans les produits issus de
leur hydrolyse. De méme, I’hvdrolyse de la lactalbumine du lait donnera un produit au gout
amer plus prononcé que celui obtenu par hydrolyse de Povalbumine de I'ceuf et ce, en
raison de son contenu élevé en acides aminés hydrophobes (Pedersen, 1994). Le Tableau 9
présente les niveaux d’hydrophobicité de certaines protéines alimentaires, de meéme qu’une
appréciation de 'amertume des produits obtenus suite a leur hydrolyse. Il faut toutefois
préciser qu'il est difficile de généraliser I'intensité de 'amertume dans les hydrolysats
protéiques en raison de l'influence de la source enzymatique, udlisée pour la fabricaton de
Ihydrolysat, sur les caractéristiques sensorielles du produit final. En etfet, on reconnait
généralement que les protéases spécifiques a 'hydrolyse des acides aminés hydrophobes

limitent I"apparition d’amertume dans les hydrolysats protéiques (Godfrey, 1996).

Enfin, 'amertume d’un hydrolysat serait également liée au degré d’hydrolyse (DH) des
protéines. A mesure que I’hydrolyse progresse, 'amertume d’un hydrolysat protéique

augmente suivant I'expositdon des acides aminés hydrophobes présents dans les pepudes de
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Tableau 9: Comparaison des niveaux d’hydrophobicité (%) de certaines protéines

alimentaires et de "amertume de leurs hydrolysats enzymatiques!.

Protéines Hydrophobicité Amertume de
(%) Phydrolysat
Total Ille+Phe
+Pro+Trp
Blé (gluten) 46.5 54 -
Caséines 57.0 42 +
Gélatine 46.5 75 -
Lactosérum 38.5 32 +
Poisson 47.7 32 -
Soya 41.4 40 +
Viande 44.0 33 -

! Godtrey (1996).



faibles poids moléculaires, d’ou la percepton d’une saveur amére de plus en plus intense.
Par contre, 2 des valeurs de degré d’hydrolyse élevées, I'appariion de peptides de trés
petites tailles et d’acides aminés libres méne a une diminution de ’'amertume. Selon Adler-
Nissen (1984), les peptides hydrophobes sont significativement plus amers qu’un mélange
des acides aminés libres correspondants. Par conséquent, afin de restreindre I'apparition de
Pamertume dans les hydrolysats protéiques, il est important de limiter ’hvdrolyse des
protéines a des degrés d’hydrolyse faibles (<5%), ou de poursuivre la réacdon jusqu’a des

degrés d’hydrolyse tes élevés (hvdrolyse compléte).

Gonzalez-Tello et al. (1994) ont érudié les profils de poids moléculaires d’hvdrolvsats de
protéines du lactosérum en reladon avec leur amertume. Ces auteurs ont démontré que la
présence de pepudes hydrophobes de faibles poids moléculaires (1000-6000 da) éraic
responsable du gouat amer de ces hydrolysats. Selon ces auteurs, pour éviter I'apparition
d’amertume dans une boisson nutridonnelle de type formule entérale, I'hydrolysar doit
contenir des peptdes dont les poids moléculaires sont inférieurs 2 1000 da. Par contre,
Lovsin-Kukman (1996) ont observé que les peptides hyvdrophobes responsables de
Pamertume dans des hydrolysats de protéines de sova, préparés a I'aide d’une protéase

bactérienne (Baca/lus licheniformis), avaient un poids moléculaire de moins de 1000 da.
3.6 Les méthodes de désamérisation des hydrolysats enzymatiques de protéines

L’amertume des hydrolysats protéiques étant un paramétre criique pour leur utlisation
dans les aliments, de nombreuses méthodes de désamérisation ont été érudiées. Ces
méthodes incluent: 1) la séparaton sélective, 2) le « masquage », 3) les méthodes chimiques,

4) la réacton de plastéine et 5) les méthodes enzymatiques.

1) La séparation sélective est obrenue soit a partdr de charbon acuf, de matrice
hydrophobe ou encore, par une extraction au solvant (souvent avec le 2-butanol). Dans le
cas du charbon actif, il agit a dtre d’adsorbant hydrophobe et se lie donc aux peptides et
aux acides aminés hydrophobes responsables de 'amertume (Pedersen, 1994). De facon

générale, un traitement au charbon acdf donne des résultats trés sadsfaisants mais il



implique une étape supplémentaire dans le procédé de fabricadon d’un hydrolysat. (Ma et
al., 1983; Adler-Nissen, 1984; 1986a). Ce type de traitement a été utilisé avec succés par
Helbig et al (1980) et Ma et al. (1983) pour la désamérisation d’hydrolysats de protéines
laitiéres destinés a la fortficarion protéique de jus de fruits et de boissons douces. Khanna
et Gupra (1996) ont également observé une diminudon significadve de I'amertume d’un
hydrolysat de caséines suite a son traitement sur charbon acdf (15% p/v). Cependant, des
pertes d’azote protéique de l'ordre de 41% ont été mesurées, dues essendellement a
Padsorpuon sélective de certains acides aminés (TRP, PHE) par le charbon (Cogan et al.,
1981); ce traitement peut donc affecter la qualité nutridonnelle d’un hydrolysat protéique.
Enfin, Lin et al. (1997) ont démontré I'efficacité de la résine Cis (octadecyl-siloxane) pour
la désamérisanon d’hydrolysats enzymadques de caséines. Toutefois, comme ['udlisaton du
charbon acaf, 'unlisadon d’une résine hydrophobe ameéne une érape supplémentaire dans
le procédé de fabricaton d’un hydrolysat et surtout, la chromatographie est une méthode

coureuse et difficile a implanrer en industrie alimentaire.

2) Le « masquage ». Certains composés ont été identifiés pour masquer la saveur amére
des hydrolysats protéiques. Par exemple, I'additon de polyphosphates, de gélatine ou de
glvcine durant le procédé d’hydrolyse permet de masquer 'amertume des hydrolvsats de
caséines. Ce résultat est également obtenu avec la cvclodextrine en raison de sa capacité a
masquer les groupements hydrophobes des peptides amers. Les acides glutamique et
aspartique peuvent aussi étre utilisés, mais ces derniers produisent une saveur acide dans le
produit (Stanley 1981; Lemieux et Simard, 1991; Pedersen 1994). Le principal désavantage
de la méthode du «camouflage» réside dans la nécessité d’udliser des quandrtés
importantes de ces composés ce qui peut affecter la qualité nutridonnelle et foncdonnelle

du produit final.

3) Les méthodes chimiques. Pour réduire 'amertume des hydrolysats enzymatiques de
protéines, Yeom et al. (1994) ont proposé l'acérylation de la lysine a P'aide du N-aceryl
imidazole. Ce type de modificadon permer de réduire I'amertume des hydrolysats
protéiques mais affecte toutefois la valeur nutritive du produit via une baisse de la

disponibilité de la lysine.



4) La réaction de plastéine. Il s’agit d’'une réacton enzymatique qui permet de lier les
acides aminés et les peptides issus d’une protéine préalablement hydrolysée. Cette réacton
méne 2 la formadon d’une molécule de haut poids moléculaire, la plastéine, mais dont les
propriétés sont différentes de celles de la protéine originale (Fox et al., 1982; Whitaker et
Puigserver, 1982; Nakai et Li-Chan, 1989). La plastéine ainsi formée n’a plus aucune saveur
particuliére et cette réacton est trés efficace pour réduire I'amertume des hydrolysats.
Tourefois, sous certaines condidons, la réacdon de plastéine peut conduire i la formadon
de substances toxiques ce qui limite son utlisation dans le domaine alimentaire (Pedersen,

1994; Lin et al., 1997).

5) Les méthodes enzymatiques. L'amertume étant liée de prés a la présence d’acides
aminés hvdrophobes a I'extrémité des peptdes, de nombreuses tentatves ont été réalisées
afin de réduire 'amertume des hydrolysats par l'udlisation d’exopeptidases. Parmi ces
enzymes, on regroupe les aminopeptidases spécifiques a ’hydrolyse des acides aminés en
position N-terminale des chaines peptidiques, de méme que les carboxypeptidases dont
Phydrolyse est spécifique aux acides aminés en positon C-terminale des peptides. Ces
enzymes, inefficaces pour 'hydrolyse des protéines intactes, sont donc toujours udlisées

aprés ou en combinaison avec une endoprotéase (Pawlert et Bruce, 1996).

Un résumé des résultats des travaux portant sur la désamérisation d’hydrolysats protiques
2 I'aide d’exopeptidases est présenté au Tableau 10. La majorité de ces travaux ont érudiés
la désamérisation d’hydrolysats de caséines laitiéres, ces derniers étant reconnus pour leur
amertume prononcée. De fagcon générale, une diminution significative de I'amerrume de
ces hydrolysats protéiques a été obtenue mais la majorité des enzymes udlisées dans ces
travaux ne sont pas disponibles sur le marché, ce qui limite leur intézét pour des
applicatons industrielles. Toutefois, plusieurs enzymes désamérisantes sont maintenant
disponibles commercialement dont la Debitrase® DBP20 (Imperial Biotechnology), la
Flavorpro” 192P (Biocatalysts), la Corolase”™ 7093 (R6hm Tech), la Flavourzyme ™ (Novo

Nordisk) et PEnzeco tannase (Enzyme Development Corporation). Il est donc possible,
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actuellement, d’envisager la désamérisaton des hydrolysats protéiques par voie

enzymauque via 'ualisadon d’exopeptidases commerciales.
4. BUT, HYPOTHESES ET OBJECTIFS

Dans la revue de littérature, il a été démontré que le secteur des boissons non alcoolisées
est actuellement le plus actf dans le domaine des aliments fonctuonnels et des produits
nutraceutiques. En effet, les boissons sont un vecteur bien adapté a I'ajout de composantes
nutritives et sont fort appréciées par les consommateurs en raison de leur variéré et de la
facilité a les ajouter a 'alimentaton. Parmi ces boissons, celles fortfiées en protéines visent
un objectf nutridonnel et sont destinées a une clientéle dont les besoins en protéines sont
élevés. La mise au point d’un jus de fruits enrichi en protéines du lactosérum permettrait
donc la mise en marché d’une nouvelle boisson «nutraceutque» a fort potendel
commercial, destinée principalement aux personnes agées, aux individus sous régime
amaigrissant et aux sportifs. A I'heure actuelle, l'utilisation des protéines du lactosérum
dans les jus de fruits est toutefois limitée par des problémes technologiques liés a leur faible
solubilité a forte concentraton dans les milieux acides, de méme qu’a leur instabilité

thermique lors des traitements de pasteurisatdon appliqués aux jus de fruits.

D'autre part, il est reconnu que I'hydrolyse enzymatique, réalisée dans des condidons
controlées, permet d’améliorer la solubilité des protéines du lactosérum et leur stabilité
thermique. Ce traitement permet aussi d’améliorer la digestbilité des protéines et peut
mener 2 la libération de peptddes (<3000 da) dont I’assimilation par I'organisme est plus
rapide. Le but de ce projet de recherche érait donc /a mise au point d’un hydrolysat
enzymatique de protéines du lactosérum destiné i la fortification protéique d’un jus

de fruits et ce, en vue de la fabrication d’une boisson «nutraceutique».

Les hypothéses et les objectfs de ce projet ont été définis a la lumiére des résultats
obtenus dans le cadre de travaux antérieurs, réalisés au cours du projet de maitrise de
Martin Rolland. Dans ces travaux, deux hydrolysats enzymatiques de protéines du

lactosérum destinés a la fortficaton protéique d’un jus d’orange ont été mis au point 2
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l'aide des enzymes Enzeco®bacterial protease II et Alcalase. Les conditions opumales
d’hydrolyse enzymatique des protéines du lactosérum pour 'obtention de ces hydrolysats
ont été sélectonnées selon les deux critéres suivants: 1) la production d’une teneur élevée
(>30%) en peptides de faibles poids moléculaires (<5000 da), reconnus pour leur
assimiladon rapide par l'organisme et 2) 'amélioraton de la solubilité de ces protéines
dans un jus d’orange suivant l'application d’un traitement thermique sévére (100°C/7
min). Les résulrats de ces travaux ont permis de démontrer que l'udlisation des enzymes
Enzeco®bacterial protease II et Alcalase permetrait d’obtenir des hydrolvsats protéiques
riches en peptides de faibles poids moléculaires (<5000 da), dont les teneurs étaient
respectivement de 53% et 93%. De plus, additonnés a un jus d’orange selon une cote
protéique de 20, ces deux ingrédients protéiques demeuraient solubles a plus de 70%
suivant 'applicadon d’un traitement thermique sévére (100°C/7 min). Par contre,
Phydrolysat obtenu 4 I’aide de ’Enzeco®bacterial protease II conférait au jus d’orange une
coloration blanchitre inacceptable, avec 'apparidon d’un dépot dans le produit en cours
d’entreposage; la solubilité (~70%) de cet hydrolysat protéique dans le jus d’orange était
donc insuffisante pour envisager la fabrication d’un jus fortfié (cote protéique de 20) en
protéines hvdrolysées. Dans le cas de I'hydrolysat préparé avec I'Alcalase, le principal
probléme observé avec cet ingrédient éeait 'amertume trés prononcée qu’il conférait au jus
d’orange. C’est donc en vue de résoudre les problémes rencontrés avec ces deux

hydrolvsats enzymatques que les hypothéses suivantes ont été définies:

L’udlisation de [lultrafiltration, en remplacement du
traitement thermique d’inactivation des enzymes, permettra
d’améliorer Ia solubilité et la stabilité thermique des
hydrolysats protéiques dans un jus de fruits suivant sa
pasteurisation (86°C/17 sec), tout en augmentant leur teneur

en peptides de faibles poids moléculaires (<5000 da).



L’ajour d’une exopeptidase pour Phydrolyse des protéines du
lactosérum a laide de I’Alcalase permettra de diminuer

l'amertume de cet hydrolysat protéique.

Afin de vérifier ces hyvpothéses et rencontrer le bur de ce projet de recherche, les objectfs

suivants ont été définis:

1) Evaluer Peffer de lultrafiltration, utilisée pour stopper la réaction d’hydrolyse,
sur le profil pepudique des hydrolysats de protéines du lactosérum et les
caractéristiques physico-chimiques (solubilité, turbidité, viscosité et stabilité

thermique) de jus d’orange additionnés de ces hydrolysats.

2) Evaluer Pefficacité d’un traitement enzymatique, a l'aide d’une exopeptidase,
pour la désamérisation d’un Aydrolysat de protéines du lactosérum préparé i

laide de I’'Alcalase.

Le prochain chapitre du mémoire (chapitre II) est consacré a la présentadon des
expérimentatons réalisées et des résultats obtenus dans le cadre de ce projet de recherche.
Pour accélérer la publication des travaux, ce chapitre a été rédigé sous la forme d’un artcle
scientifique. Le mémoire se termine par une conclusion générale ou sont résumés les
principaux résultats obtenus dans le cadre de ce travail et ou sont exposées des
perspecuves d’avenir dans ce domaine de recherche. Il est 4 noter que les références citées
dans le chapitre II se retrouvent dans la section «Bibliographie générale», présentée a la

toute fin du mémoire.



CHAPITRE II

AMELIORATION DES PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES
ET ORGANOLEPTIQUES D’HYDROLYSATS ENZYMATIQUES
DE PROTEINES DU LACTOSERUM DESTINES A LA
FORTIFICATION PROTEIQUE D'UN JUS D’'ORANGE
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1. RESUME

Le bur de cette érude érait la mise au point d’hydrolysats enzymatiques de protéines du
lactosérum destnés a la fortficaton protéique d’un jus d’orange. L’hydrolyse d’un isolat de
protéines du lactosérum (Bipro®) a donc été réalisée a Iaide de I'enzyme Enzeco”bacterial
protease II ou d’une combinaison des enzymes Alcalase et Flavourzyme. Les réactions
d’hydrolyse ont été stoppées par ultrafiltration pour la séparation physique des enzymes,
mais également pour enrichir les hydrolysats en peptdes de faibles poids moléculaires
(<5000 da), reconnus pour leur assimilation rapide par 'organisme. Les résultats de cette
érude ont démontré que 'udlisaton de ces enzymes permet d’obtenir des ingrédients
hydrolvsés qui présentent de nombreux avantages nutridonnels pour la fortficadon
protéique des jus de fruits. En effer, ces hydrolysats sont riches en protéines (86-89%) de
bonne qualité nutridve (CEP~3.2), pauvres (<1%) en lactose et en mauére grasse,
condennent une teneur en cendres acceptable (3-9%) et une forte proporton (75-90%) de
peptdes de faibles poids moléculaires. De plus, additonnés a un jus d’orange selon une
cote protéique de 20, les hydrolysats protéiques ultrafiltrés présentent une solubilité de prés
de 100% suivant I'applicadon d’un traitement de pasteurisation (86°C/17 sec), alors que la
solubilité de ces hydrolysats protéiques préparés dans les mémes conditions mais désactivés
par traitement thermique est inférieure 4 86%. Enfin, il a été démontré que l'ajout de
Flavourzyme lors de I’hydrolyse des protéines du lactosérum a l'aide de I’Alcalase permet

de réduire, de fagon significatve (p<0.05), 'amertume de cet hydrolysat.



2. INTRODUCTION

Les aliments fonctionnels et les produits nutraceutiques se définissent comme des aliments
ou des ingrédients qui possédent a la fois de bonnes propriétés nutritionnelles et des effets
bénéfiques pour la santé des individus (Stephen, 1998). En raison de leur image positive,
ces produits suscitent un intérét marqué chez le consommateur (Paquin et Gauthier, 1995;
Hilliam, 1998). A P'heure actuelle le marché des aliments fonctonnels et des produits
nutraceudques est en pleine croissance et d’ici 10 ans on prévoit qu’il pourrait atteindre 500
muilliards de dollars US (Paquin et Gauthier, 1995). Dans ce domaine, le secteur des
boissons non alcoolisées est le plus actif (Paquin et Gauthier, 1995). Parmi ces boissons,
celles fortifiées en protéines visent un objectf nutridonnel et sont destinées a une clientéle
dont les besoins en protéines sont élevés tels les sportfs, les personnes agées ou les
individus sous régime amaigrissant (Burn, 1995). Pour Plindustrie laitiére, la fortification
protéique des boissons représente donc une voie de valorisaton intéressante pour le

lactosérum de fromagerie.

A ce jour, le lactosérum a été exploité 2 des fins nutritdves dans les boissons alcoolisées
comme le vin ou la bié¢re, de méme que dans les boissons sans alcool comme les jus
aromatsés ou les boissons au yogourt (Sienkiewcz et Riedel, 1990; Jelen, 1992). Dans ces
boissons, le lactosérum est ajouté sous différentes formes selon les traitements appliqués
au produit: lactosérum brute, déminéralisé ou déprotéiné, concentrés de protéines ou
ingrédients hydrolysés (Jelen et al,, 1987; Sienkiewcz et Riedel, 1990; Jelen, 1992). En
raison de I'instabilité des protéines du lactosérum lors des traitements thermiques, I'ajout
de concentrés protéiques dans les boissons 4 des concentrations supérieures a 3% conduit
cependant a la formadon de précipités dans les produits (de Wit, 1989b). Au Canada, pour
la préparation d’un jus fortifié en protéines il faut atteindre une cote protéique de 20, ce qui
représente l'ajout de 6.25 g de protéines de bonne qualité nutridve (CEP~3.2) dans une
porton de jus de 175 ml et ce, en autant que la teneur en protéines de lingrédient
protéique soit supérieure 2 90%. Dans un jus de fruits, une concentration en protéines
aussi €levée (~4%) peut donc mener a des problémes de solubilité de ces protéines surtout

apres le trairement de pasteurisadon appliqué a ce type de produit.



Afin de résoudre les problémes d’instabilité a la chaleur des protéines du lactosérum,
Phydrolyse enzymatque a été proposée (Haque, 1993; Frokjaer, 1994; Mahmoud, 1994).
Du point de vue nutridonnel, 'hydrolyse enzymatique permet d’améliorer la digestibilité
et/ou I'absorption gastro-intestinale des protéines (Cordle, 1994; Gonzalez-Tello et al.,
1994; Swartz, 1995) via la libéradon de peptides de faibles poids moléculaires (<5000 da),
reconnus pour leur assimiladon rapide par organisme (Ziegler et al., 1990; Adachi et al.,
1991; Modon, 1992; Grasset et Bovetto, 1993; Frokjaer, 1994). Par contre, ’hydrolyse
enzymatque des protéines peut mener a la formadon de pepddes amers, lesquels sont
responsables des défauts de saveur renconwés dans certains produits additonnés
d’hydrolysats protéiques (Ma et al., 1983; Adler-Nissen, 1986a; Pedersen, 1994; Yeom et al,,
1994). Puisque les acides aminés hydrophobes situés aux exwémités d’une chaine
pepudique seraient responsables de 'amertume d’un peptide (Matoba et Hata, 1972; Adler-
Nissen, 1976; Ishibashi et al., 1987; 1988; Isawa et al., 1997a), de nombreux travaux ont
suggéré l'udlisadon d’exopeptidases afin de réduire 'amertume des hydrolysats protéiques
(Umersu e al., 1983; Umetsu et Ichishima, 1988; Minagawa et al.,, 1989; Nakamura et al,,
1993a; 1993b; Gobbetd et al.,, 1995; Ge et Zhang, 1996; Izawa et al, 1997a; 1997b;
McDonnell et al., 1997).

Dans le cadre de travaux antérieurs (Rolland, 1999), deux hydrolysats de protéines du
lactosérum desunés a la fortficadon protéique d’un jus d’orange ont éré préparés a l'aide
de deux enzymes d’origine bactérienne, soit 'Enzeco®bacterial protease I (Bacz/ius subtilis)
et 'Alcalase (Baa/lus licheniformis). Ces ingrédients protéiques éraient riches (>65%) en
peptdes de faibles poids moléculaires (<5000 da) et demeuraient solubles a plus de 70%
dans un jus d’orange (cote protéique de 20) suivant I'application d’un traitement thermique
sévére (100°C/7 min). Par contre, les résultats de ces travaux ont révélé certains
problémes, notamment au niveau de !'apparence et de la saveur des jus fortifiés en ces
hydrolysats. En effet, les jus additonnés de I’hydrolysat préparé avec PEnzeco®bacterial
protease II présentaient une coloration blanchatre inacceptable alors que ceux enrichis avec

Phydrolysat préparé a partir de I'Alcalase offraient une saveur amére trés prononcée.



Le bur de la présente érude était donc de merttre au point un hydrolysat enzymatque de
protéines du lactosérum destiné a la fortficaton protéique d’un jus d’orange qui soit
facilement assimilable par I'organisme, qui résiste au traitement de pasteurisation du jus et

qui offre des qualités organoleptiques acceptables et ce, en vue de la préparaton d’une

boisson «nutraceutquen».



3. MATERIEL ET METHODES

3.1 Matériel

Lisolat de protéines du lactosérum (Bipro®, 93.6 % p/p protéine) a été obtenu de la

compagnie Davisco Foods International Inc. (Le Sueur, Mn). La protéase Enzeco® neutral
bacterial Il, une préparation enzymatique commerciale issue de Baallus subtilis, provenait de
la compagnie EDC (New-York, NY). L’Alcalase 2.4 L et la Flavourzyme, dérivées
respecuvement de Bac/lus licheniformis et de Aspergillus oryzae, ainsi que la Chymotrypsine
(pancréas de boeuf, type 800S) ont été obtenues chez Novo Nordisk A/S (Bagsvaerd,
Denmark). La Debitrase DBP20, extraite de Lactococcus lactis et de Aspergillus oryzae,
provenait de la compagnie Imperial Biotechnology (St.Louis, MO). L’hémoglobine, les
immunoglobulines (150 000 Da), 'at-lactalbumine (14 000 Da), la B-lactoglobuline (36 000
Da, dimére), 'insuline A (2 531.6 Da), le kentsin (500.6 Da) et le N-tormyl-MET-ALA
(248.3 Da) ont été obtenus de la compagnie Sigma Chemicals (St.Louis, MO). L’albumine
(67 000 Da), l'ovalbumine (43 000 Da), le chymotypsinogen A (25 000 Da) et la
ribonucléase A (13 700 Da) provenaient de la compagnie Pharmacia (Bromma, Suéde). Le
jus d’orange sans pulpe utilisé dans cette étude était de marque OASIS™ (A. Lassonde Inc.,
Québec, Canada); il a été acheté dans un supermarché local. Tous les aurtres réactifs éuaient

de grade analytque.
3.2 Dosage de I’activité enzymatique spécifique des enzymes

L’acavité enzymatique spécifique des enzymes a été déterminée selon une modificadon de
la méthode de Anson et Mirsky (1932), ualisant ’'hémoglobine a dtre de substrat protéique.
Une solutdon d’hémoglobine a été préparée dans un tampon TRIS 0,2 M (pH 7,4), a une
concentradon de 2,5% (p/v) pour ’Enzeco® bacterial protease II et de 3,5% (p/v) pour
PAlcalase et la Flavourzyme. Dans des tubes maintenus a 37°C, 5 ml de la soludon
d’hémoglobine ont été ajoutés, suivi de I'addidon de 1 ml de solution enzymatique. Ces

soludons enzymatiques ont été préparées dans |’eau déionisée a des concentratons variant
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de 0,1 4 0,5% pour ’Enzeco® bacterial protease II et pour la Flavourzyme. Dans le cas de
PAlcalase, déja a létar liquide, des volumes variant de 0,1 a 0,8 pl de la préparaton
enzymatique ont ét€ ajoutés i la soludon d’hémoglobine. Aprés 5 minutes de réaction pour
PEnzeco® bacterial protease II et ’Alcalase, et 15 minutes pour la Flavourzyme, 10 ml
d’une solution de TCA (10% p/v) ont été ajoutés aux tubes afin de stopper la réacton
enzymauque. Aprés I'agitaton des tubes (vortex), les solutions ont été filtrées sur papier
Whatman #1 et l'absorbance des filtrats a été mesurée 2 280 nm a laide d'un
spectrophotométre 8451A Diode Array de Hewlett-Packard (Palo Alto, CA). Les valeurs
d’activité enzymatique spécifique mesurées pour 'Enzeco® neutral bacterial protease [I,
PAlcalase et la Flavourzyme ont été calculées a 64, 557 et 58 unités par mg de protéines,
respectvement; avec cette méthode, une unité d’enzyme correspond a une variadon de la

densité optque a 280 nm de 0,001 par minute.

3.3 Mise au point des conditions d’hydrolyse enzymatique de P’isolat de protéines

du lactosérum
Sélection d’une enzyme désamérisante

Pour la désamérisation enzymatique de I’hydrolysat préparé a I'aide de I’Alcalase, Iisolat de
protéines du lactosérum (Bipro®) a été hydrolysé en combinant I’Alcalase a la Flavourzyme,
a la Debitrase DBP20 ou a la chymotrypsine. Ces hvdrolyses ont été réalisées dans des
béchers d’une capacité de 800 ml, muni d’un contréle de I'agitation (tige a pales) et de la
température (bain-marie). En cours d’hydrolyse, le pH du milieu a été maintenu a 8,0 par
ajout manuel d’un mélange de base WaOH/KOH 1 N; ratdo 1:2) et ce, jusqu’a un degré
d’hydrolyse (DH) de 4% mesuré par la méthode pH-stat (Adler-Nissen, 1977). Par la suite
et jusqua la fin de la réacton, le degré d’hydrolyse des protéines a été mesuré par
osmomeétric a l'aide d’'un osmomeétre (modéele 3300) de la compagnie Advanced
Instruments (Norwood, MA). Les conditdons d’hydrolyse utilisées pour ces essais ont été
les suivantes: soluton protéique a 18,7% (p/p); volume réactionnel de 500 ml; température

de 45 £ 1°C; agitation a 100 rpm. L’hydrolyse du Bipro® a été réalisée avec un rato



enzyme:substrat (ml enzyme:g protéine) de 1:25 pour I’Alcalase, combinée a des rados
enzyme:substrat (g enzyme:g protéine) de 1:25, 1:50 et 1:200 pour les enzymes
Flavourzyme, Debitrase DBP20 et Chymortrypsine, respectivement. Ces trois enzymes, a
Pérat poudre, ont d’abord été solubilisées dans I'eau distllée (Flavourzyme, Debitrase
DBP20) ou dans du HCI 0,001N (chymotryvpsine) 2 une concentraton de 6 a 12.5% (p/v)
et ce, afin de faciliter leur additdon au mélange réactonnel. Selon la tendance a la
gélificadon des hydrolysats en cours de réaction, les hydrolyses ont été stoppées par
Papplicaton d’un traitement thermique (75°C/10 min.) aprés 223, 250 et 300 minutes pour

les enzymes Flavourzyme, Debitrase DBP20 et chymortrypsine, respecuvement

Sélection des conditions de désactivation des enzymes en fin de réaction

Afin de déterminer les conditons (T°, durée) du traitement thermique assurant
Pinacuvadon compléte des enzymes Alcalase et Flavourzyme a la fin de la réacton
d’hydrolyse, I'isolat de protéines du lactosérum a été hydrolysé dans les mémes condidons
que celles décrites précédemment. Tourtefois, les réactions ont été stoppées aprés 30
minutes, puis le pH des milieux réactonnels a été ajusté a 6,5 a I'aide d’une soluton d’acide
citrique (25%). L'inactdvadon thermique des enzymes a alors été réalisée dans une des
conditons suivantes: 85°C/5 min, 75°C/10 min, 65°C/15 min et 35°C/20 min. Les
solutions protéiques désacdvées ont ensuite été séparées en deux volumes égaux. Une
portdon du mélange (T30) a rapidement été refroidi alors que la deuxiéme porton a été
ajustée au pH inival de la réaction (8,0), puis placée 4 nouveau dans le bain-marie pour une
durée d’hvdrolyse additionnelle de 60 minutes (T30+60). Les deux portions du mélange ont

été analysées pour leur teneur en protéines par la méthode Kjeldahl et leur ratio AN/TN.



3.4 Préparation finale des hydrolysats enzymatiques

Hydrolysat obtenu i 'aide de I'Enzeco®

neutral bacterial protease II

L’hydrolyse enzymatique de I'isolat de protéines du lactosérum (Bipro®) par la protéase
Enzeco® neutral bacterial II a été réalisé dans un fermenteur New-Brunswick (Edison, NJ)
d’une capacité de 20 L, muni d’un contrdle automatique de la température (bain-marie) et
de P'agitaton (dge a palmes). En cours d’hydrolyse, le pH (8,0) du mélange réactionnel a éré
maintenu constant par 'addidon manuelle d’un mélange NaOH/KOH 2N (rato 1:2)
jusqu'a un degré d’hydrolyse de 4%, mesuré par la méthode pH-stat (Adler-Nissen, 1977).
Par la suite et jusqu’a la fin de 'hvdrolyse, I’évolution de la réacton a été suivie a I'aide d’un
osmomeétre Advanced Instruments (modéle 3300). Les conditdons d’hydrolyse urdlisées
pour cet essal ont été les suivantes: solution protéique a 18,7% (p/p); volume réactionnel
de 14 L; température de 45 £ 1°C; agitadon a 200 rpm; ratio enzyme:substrac de 1:25 (g
enzyme:g protéine); solution enzymatque a 12% (p/v) préparée dans du HCl 0.001 N.
Aprés 150 minutes de réaction, un échantllon (300 mi) a été prélevé et désacrvé
thermiquement (75°C/10 min.). La réaction a ensuite été stoppée par I’élimination de
'enzyme du milieu réactonnel a laide d’un systéme d’ultrafiltradon Amicon modéle
DCI10L #315 (Danvers, MA), équipé de membranes de type fibres creuses (Romicon 4PX3
710S) er possédant un seuil d’exclusion moléculaire de 30 kDa (Romicon Inc., Woburn,
MA). Afin de minimiser les pertes en protéines, le mélange a été diafiltré par 'ajout de 16 L
d’eau distillée, a raison de 4 L a la fois. Le perméat a été recueilli, congelé puis lvophilisé
alors que le rétentat a subit un traitement thermique de désactdvadon des enzymes

(75°C/10 min.) avant sa congélation et sa lyophilisation.

Hydrolysat obtenu i UPaide d’une combinaison des enzymes Alcalase et

Flavourzyme

L’hydrolyse de I'isolat de protéines du lactosérum (Bipro®) a I'aide des enzymes Alcalase et

Flavourzyme a été réalisée dans un bioréacteur (Bio-Expert, Qc) d’une capacité de 8 L,



muni d’un controle automatique de la température (paroi chauffante) et de l'agitadon (tge a
palmes). En cours d’hydrolyse, le pH réactionnel a été maintenu a 8,0 par I’ajout manuel
d’un mélange de NaOH/KOH 2 N (rado 1:2) jusqu’a une valeur DH de 4%, mesurée par
la méthode pH-stat (Adler-Nissen, 1977). Par la suite et jusqu’a la fin de I’hydrolyse,
Posmométrie a été utdlisée pour suivre I’évolution de la réacton. Les condidons d’hydrolyse
utlisées pour cet essais ont été les suivantes: soludon protéique a 18,7% (p/p); volume
réacdonnel de 6 L; tempérarure de 45 £ 1°C; agitadon a 100 rpm; rato enzyme:substrar de
1:25 (ml enzyme:g protéine) pour I'Alcalase et de 1:25 (g enzyme:g protéine) pour la
Flavourzyme (soludon i 16% p/v préparée dans l'eau disdllée). Aprés 180 minutes de
réaction, un échandllon (500 ml) a été prélevé et désactivé thermiquement (75°C/10 min.)
alors que le reste du mélange a été ulerafiltré afin de stopper la réaction par la séparacon
physique des enzymes. Afin de réduire les risques de gélification en cours d’ulerafiltradon et
minimiser les pertes en protéines, le volume restant de I'hydrolysat a été dilué avec 12 kg
d’eau disdllée (30°C) avant d’étre ulerafilré a Paide du systéme Amicon décnt
précédemment. Le perméat a été recueilli, congelé puis séché par lyophilisadon alors que le
rétentat a d’abord été désactivé thermiquement (75°C/10 min.) avant sa congélation et sa

lvophilisation.

3.5 Caractérisation de l'isolat de protéines du lactosérum et des hydrolysats

protéiques

Mesure du degré d’hydrolyse des protéines par Ia méthode pH-stat

La cinédque d’hydrolyse des protéines a été mesurée par la méthode pH-stat (Adler-Nissen,
1977), qui consiste 2 mesurer la quantité de base nécessaire pour maintenir constant le pH
du milieu réactionnel en cours de réaction. Avec cette méthode, le degré d’hydrolyse (DH)

de la protéine est calculé a partir de I'équation suivante:

DH (%) = _h_ x 100
Beot
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ot h = BxNpX1l/ax1/MP

ou: h est le nombre de liens peptidiques coupés; h.: est le nombre total de liens peptidiques
dans le substrat (8 meq/kg pour les protéines du lactosérum); B est la consommartion de
base (ml); Np est la normalité de la base udlisée; o est le degré de dissociadon des
groupements aminés (1/=1,2 pour les protéines laiticres) et MP représente la masse de

protéines (g).

Mesure du degré d’hydrolyse des protéines par osmométrie

La mesure du degré d’hydrolyse des protéines a également été réalisée par osmométrie, une
méthode basée sur la baisse du point de congélatdon d’une solution protéique suivant
hydrolyse des protéines et la libératon de molécules additionnelles dans le milieu. Avec

cette méthode, le calcul du degré d’hydrolyse s’effectue a I’aide de I’équaton suivante:

DH (&) =AC x 1 x L x 100
P @ heor

ou: AC est la baisse du point de congélatdon (mosmol); P est la concentration en protéines
du milieu (g/1000 ml H20); 1/w est le facteur de calibradon de 'osmométre (égal 2 1,04) et
hex est le nombre total de liens peptiques dans le substrat (8 meq/kg pour les protéines du

lactosérum).

Mesure du ratio AN/TN

Le rado AN/TN représente la teneur en azote 0t-aminé (AN) d’un échanullon, déterminée

- - - ? - - g ol - ’ l
par une ttradon a l'acide formique, divisée par sa teneur en azote total, mesurée par la
méthode Kjeldahl, et exprimé en pourcentage. Le rado AN/TN est calculé 4 partr de
I’équadon suivante:

AN (%) = teneur ep azote -aminé X 100
TN teneur en azote total



Analyses chimiques

Le contenu en protéines (N X 6.38) de I'isolat de protéines du lactosérum (Bipro®) et des
hydrolysats protéiques a été déterminé en duplicata par la méthode Kjeldah! (FIL 20B,
1993) 4 Paide d’un appareil 2 digestion Biichi 430 et d’une unité de distilladon Bichi 323
(Brikmann Instruments, MT). La teneur en lactose a été évaluée en duplicata par la
méthode enzymadque lactose/D-glucose (UV method, Boerhinger Mannhein, Germany)
(FIL 794, 1989), udlisant un spectrophotométre 8451A Diode Array de Hewletr Packard
(Palo Aleo, CA). La teneur en lipides a été obtenue en triplicata par une extraction a I’éther
avec un appareil de type Mojonnier (FIL 1C, 1987). Les teneurs en solides totaux et en
cendres ont été dérerminées en duplicata selon la méthode 927.05,930.30 de 'AOAC
(1990), basée sur le chauffage de ’échandllon dans un four a vide jusqu’a 'obtention d’un

poids constant, suivi de I'incinération de I’échantillon.
Dosage des minéraux par électrophorése capillaire

Le dosage des minéraux de l'isolat de protéines du lactosérum CBipro®) et des hvdrolysats
protéiques a été réalisé a 'aide d’un systéme d’électrophorése capillaire a haute performance
modele 3PCE de la compagnie Hewlett Packard (Waldbronn, Germany). Ce systéme était
controlé a l'aide du logiciel HPChemStation de Hewlett Packard (Wilmington, DE)
permettant 'acquisiton et le traitement des données. Un capillaire de silice fondue d’une
longueur de 72 cm et d’un diamétre intérieur de 50 Um a été utlisé pour ces analyses.
L’injecton des échandllons a été réalisée dans les conditons suivantes: 23°C, mode
hydrodynamique, pression de 30 mbar, durée de 4 secondes, courant de 30 mV. La
longueur d’onde de détection utlisée pour I'analyse des catons (calcium, magnésium,
sodium et potassium) était de 340 nm et celle des anions (phosphate, citrate, chlorure et
sulfate) érait de 350 nm. Les standards utlisés pour cette méthode étaient les suivants:
NaCl, MgCl:, KCI, CaCOs, NaH:PO;, NaiC:Hs07 et Na:SOs. La phase mobile utilisée
pour le dosage des anions était constituée d’un tampon [onPhor Anion PMA, provenant de

la compagnie Dionex Corporadon (Sunnyvale, CA), alors qu'un tampon composé de
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sulfate de cuivre (4 mM), de 18 Crown-6 et d’acide formique (4 mM) a été udlisé pour la

séparaton des catons.
Mesure du profil de poids moléculaires des composantes protéiques par HPSEC

Le profil de distributdon du poids moléculaire des composantes protéiques de !isolat de
protéines du lactosérum (Bipro®) et des hydrolysats protéiques a ¢té déterminé par
chromatographie d’exclusion moléculaire 2 haute performance (HPSEC). Le systéme
chromatographique udlisé pour cette analyse provenait de la compagnie Waters (Milford,
MA) et comprenait un systéme de pompes (modéle 126P), un détecteur UV/VIS i
longueurs d’onde variables (modéle 486) et un injecteur manuel Rheodyne (modéle 7725i,
Cortat, CA). La séparation a été obtenue a 'aide d’une colonne BIOSEP SEC-S2000 (7.8
i.d. X 300 mm) de la compagnie Phenomenex (Torrance, CA), munie d’une pré-colonne
BIOSEP S2000 GRD (7.8 id. X 75 mm) de la méme compagnie. Les standards de
protéines et de peptides utlisés pour le calibrage de la méthode éraient les suivants:
immunoglobulines (150 000 Da), albumine (67 000 Da), ovalbumine (43 000 Da), B-
lactoglobuline (36 000 Da, dimére), chymotrypsinogen A (25 000 Da), ribonucléase A (13
“00 Da), o-lactalbumine (14 000 Da), insuline A (2 5331.6 Da), kentsin (500.6 Da), N-
formyl-MET-ALA (248.3 Da). L'éludon a été faite en mode isocratique a un débit de
Iml/min et a température piéce. La phase mobile érait constituée d’'un tampon phosphate
de sodium (0.1M, pH 6.8). Les échandllons ont été solubilisés dans la phase mobile a une
concentration de 0.8% (p/v) sur une base protéique, puis filtrés sur une membrane de 0.22
Um (PVDF, Gelman) avant leur injection dans la colonne. La détection a été effectuée a
214 nm et les données ont été recueillies et traitées a I'aide du logiciel chromarographique
Gold® Nouveau de Beckman (Mississauga, Canada). Les profils de poids moléculaire ont
été obtenus suite a l'intégraton des chromatogrammes. La surface totale de ceux-ci a été
séparée en quatre zones ( >10 000, 10 000-5000, 5000-2000 et <2000 Da) et chaque zone a

¢€té exprimée en pourcentage de la surface totale.



3.6 Caractérisation des jus d’orange additionnés de Pisolat de protéines du

lactosérum et des hydrolysats protéiques

Mesure de Ia solubilité

L’indice de solubilité de I'azote (NSI) de I'isolat de protéines du lactosérum (Biprog) et des
hydrolysats protéiques a été évalué selon la méthode NSI standard (OACS, Official
methods BA 11-63, 1985). Des dispersions protéiques (1% p/v, base protéique) ont été
préparées dans I’eau distllée, puis le pH des solutons a été ajusté & 7,0 a I'aide de HCl ou
de NaOH 0,1 N. Les dispersions ont ensuite été agitées pendant 120 minutes, puis un
échandllon a été prélevé pour le dosage de I'azote totale (NT) par la méthode Kjeldahl (FIL

20B, 1993). Les dispersions ont été centrifugées a 3000 g pendant 10 minutes a 22 + 2°C,

les surnageants ont été filtrés sur papier Whatman #1, puis les filtrats ont été analysés pour
leur teneur en azote soluble (INS) par la méthode Kjeldahl. La valeur NSI a été calculée a

I'aide de 'équation suivante:

Indice de solubilité de 'azote (%) = NS x 100
NT

La solubilité de I'isolat de protéines du lactosérum (Bipro®) et des hydrolysats protéiques a
également été évaluée dans une solution modéle et dans un jus d’orange suivant certaines
modifications au protocole expérimental. La soludon modéle, reproduisant les condidons
physico-chimiques d’un jus d’orange, a été préparée selon les directves de la compagnie A.
Lassonde Inc. (Québec, Canada) et dans les condidons suivantes: eau distllée addiionnée
de 9.2% de sucre inverd, 4.8% d’une soluton de pectne (2% p/v) et 0.5% d’acide citrique
(50% p/v). L’isolat de protéines du lactosérum et les hydrolysats protéiques ont donc été
solubilisés dans cette solutdon modeéle (pH 2.6) ou dans le jus d’orange (pH 3.8) a une
concentration de 1% (p/v, base protéique), mais sans ajustement du pH a 7,0. Les
dispersions protéiques ont ensuite été traitées comme décrit précédemment pour la

méthode NSI standard.



Mesure de Ia turbidité

La turbidité de I'isolat de protéines du lactosérum (Bipro®) et des hydrolysats protéiques a
€té mesurée dans la soluton modéle selon quatre cotes protéiques: 16, 20, 24 et 28. La cote
protéique est définie comme la quantité de protéines (g) ajoutée i une portion de jus de 175
ml mulapliée par le Coefticient d’Efficacité Protéique (CEP) de la protéine; dans le cas des
protéines du lactosérum, le CEP est égal a 3.2 (Dibley, 1997). Les solutions protéiques ont
été agitées pendant 30 minutes, puis des mesures de transmittance ont été effectuées a une
longueur d’onde de 610 nm a P'aide d’un spectrophotométre Diode Array (modéle 84514)
de la compagnie Hewlert Packard (Palo Alto, CA).

Mesure de Ia viscosité

La viscosité de I'isolat de protéines du lactosérum (BiproQ) et des hyvdrolysats protéiques a
¢té mesurée dans la solution modéle et dans le jus d’orange selon les quatre cotes
protéiques a I’érude: 16, 20, 24 er 28. Certe analyse a été réalisée a I'aide d’un viscosimeétre
Brookfield model DV-II+ (Stoughton, MA) muni d’une dge LV1. Les solutdons protéiques
ont été maintenues sous agitation durant 30 minutes a 4°C avant la mesure de la viscosité;

les lectures ont été effecruées aprés GO secondes de rotation (100 rpm).

Mesure de [a stabilité thermique

La stabilité thermique de l'isolat de protéines du lactosérum (Bipto®) et des hydrolysats
protéiques a été évaluée dans la soludon modéle et dans le jus d’orange selon les quatre
cotes protéiques a I'étude: 16, 20, 24 et 28. Les soludons protéiques (100 ml) ont été placées
dans des bouteilles de verre (250 ml), lesquelles ont été immergées dans I’eau bouillante
(100°C) durant 7 minutes. Par la suite, I'indice de solubilité de I'azote a été déterminé sur les
solutions protéiques selon la méthode NSI modifiée (sans ajustement du pH a 7,0) et ce,

afin d’évaluer la perte de solubilité des protéines suite au traitement thermique.
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La stabilité thermique des hydrolysats protéiques a également été évaluée avec la méthode
NSI modifiée suivant une pasteurisation (86 * 2°C/17 secondes) du jus d’orange
addidonné de chacun des hydrolysats selon une cote protéique de 20. Le traitement de

pasteurisation des jus fortifiés en protéines a été réalisé 4 I'aide d’un pasteurisateur a plaques

(tvpe P20-HB, No 2235-1910) de la compagnie Alfa-Laval (Suéde).

3.7 Evaluation sensorielle de ’amertume

Afin d’évaluer Pefficacité de la Flavourzyme a désamériser I'hydrolysat préparé a laide de
PAlcalase, une évaluation sensorielle de 'amertume a été réalisée. Ainsi, 'amertume des
hydrolysats protéiques obtenus a I'aide de I’Alcalase et d’une combinaison des enzymes
Alcalase et Flavourzyme a été évaluée a I'aide d’un test de comparaison par paire. Pour ce
test, un panel de 27 juges a été sélecionné sur la base de leur habileté i détecter les
diftérences d’amerrume lors d’un test de classement par rang, utlisant différentes
concentrations de I’hydrolysat Alcalase. L’évaluadon sensorielle a eu lieu au Centre de
Recherche er de Développement sur les Aliments de Saint-Hyacinthe (Québec, Canada),
dans des cubicules individuels sous lumiére rouge. Pour les besoins du test, les deux
hvdrolysats protéiques ont été solubilisés dans 'eau distillée (1% p/v) et des échantillons de
15 ml ont été présentés aux juges suivant la randomisadon préérablie. Les juges devaient
rincer leur bouche avec de I'eau potable avant la dégustaton, de méme qu’entre chaque
¢chanuallon, et devaient indiquer lequel des deux échandllons présentés accusait la plus forte

intensité de saveur amére. Les résultats ont été analysés a I'aide du logiciel Compasense 5 de la

compagnie Compusense (Ontario, Canada), en udlisant un niveau de probabilité du test (e<)

de 0.05 et ce, pour établir une différence significative entre les deux hydrolysats protéiques.



4. RESULTATS ET DISCUSSION

Dans le cadre de travaux antérieurs (Rolland, 1999), deux hydrolysats enzymatiques de
protéines du lactosérum ont été mis au point pour la fortfication protéique d’un jus
d’orange. Les résultats de certe étude ont démontré que I'hydrolyse d’un isolat de protéines
du lactosérum (Bipro®) a l'aide des enzymes Enzeco®bacterial protease II et Alcalase
permettait d’obtenir des ingrédients protéiques fortement hydrolysés (AN/TN, 17-23%),
riches en protéines (88-93%), avec une teneur en cendres acceptable (~4%) et contenant
une forte propordon (55-93%) de peptides de faibles poids moléculaires (<3000 da),
lesquels sont reconnus pour leur assimilatdon rapide par l'organisme. Cette étude a
toutetois révélé que I'ajout de ces deux hydrolysats protéiques i un jus d’orange causait

certains problémes. Dans le cas de I'hydrolysat préparé a partir de I'Enzeco®bacterial

protease II, il a été démontré que suite au traitement thermique (100°C/7 min) des jus
d’orange addidonnés de cet hydrolysat selon des cotes protéiques variant de 16 a 28,
'apparence des jus érait modifiée, avec un changement important de la coloradon et
I'apparition d’un déport blanchatre inacceptable dans le produit. Par contre, la saveur de cet
hydrolysat érait plutér neutre et celle des jus d’orange enrichis (~4% protéines) i partr de
cet hydrolysat demeurait trés acceptable. Dans le cas de I'hydrolysat préparé a l'aide de
enzyme Alcalase, son évaluaton dans le jus d’orange a démontré que cet ingrédient était
mieux adapté a la fortfication protéique des jus de fruits. En effet, 'apparence des jus
d’orange suite 2 I'application d’un traitement thermique sévére (100°C/7 min) érait peu
modifiée méme aprés I'ajout de cet hydrolysat a forte concentradon (cotes protéiques de 16
a 28); en fair, la coloradon des jus érait intacte et aucun précipité n’était visible dans le
produit. La saveur des jus quant a elle, érait fortement affectée par ’ajout de cet hydrolysat

avec 'appariton d’une note d’amertume trés prononcée.

Le bur de la présente étude était donc d’améliorer les caractérisuques des deux hvdrolysats
protéiques mis au point dans le cadre de ces travaux antérieurs (Rolland, 1999) afin
d’accroitre leur potentel pour la fortfication protéique de jus de fruits. Les problémes de

saveur rencontrés avec l’hydrolysat obtenu a l'aide de I'Alcalase, et les problémes de
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solubilité observés dans les jus d’orange addidonnés de I’hvdrolysat préparé a partr de
I’Enzeco®bacterial protease II devaient donc étre résolus. La premiére érape de ce projet a
donc été consacrée a la désamérisation enzymatique de I’hydrolysat préparé a P'aide de
I'Alcalase. Dans le cas du probléeme de solubilité de I'hydrolysat fabriqué a pardr de
I’Enzeco “bacterial protease II, le traitement d’inactvaton thermique des enzymes,
appliqué i la fin de la réaction enzymatique, a été remplacé par une érape d’ultratiltration.
En fait, la désactuvadon thermique des enzymes méne a la formation d’agrégats protéiques
dans le milieu, lesquels sont associés a la baisse de solubilité observée dans ce type de
produit. L’arrét d’'une réaction enzymatique via la séparadon physique des enzymes par
ultrafiltration permet alors d’éliminer le traitement thermique, mais également d’enrichir les
hydrolysats en peptides de faibles poids moléculaires (<5000 da), un avantage non
négligeable pour la préparaton d’ingrédients hydrolysés destinés a des applicatons
nutritionnelles. Il est a noter que l'ultrafiltradon a aussi été appliquée dans le cas de
I’hydrolysat désamérisé et ce, afin d’évaluer 'impact de ce procédé sur la solubilité de cet

hydrolvsat dans le jus d’orange et sur sa teneur en peptdes de faibles poids moléculaires

(<5000 da).

Dans le but de désamériser par voie enzymatque hydrolysat de protéines du lactosérum
préparé a laide de I’Alcalase, trois préparatons enzymadques commerciales ont été
sélectionnées: la Flavourzyme, la Debitrase DBP20 et la Chymotrypsine. La Flavourzyme
est un mélange d’endo et d’exoprotéases d’origine fongique (Aspergilius oryzae), possédant
une activité exopeptidasique prédominante mais dont la spécificité n’est pas précisée par le
fabriquant. Cette enzyme est fortement coaseillée pour réduire 'amertume des hydrolysats
protéiques, en particulier ceux préparés a pardr de I'Alcalase. Il est a noter que I'Alcalase et
la Flavourzyme sont toutes deux offertes par le méme fabriquant, soit Novo Nordisk. La
Debitrase DBP20 est un mélange d’aminopeptidases de sources microbiennes, dérivées de
Lactococcus lactis ex de Aspergillus oryzae, dont ’hydrolyse est spécifique aux liens pepddiques
composés d’acides aminés hydrophobes et de proline, avec une attaque en posidon N-
terminale de la chaine peptddique. Cette enzyme, offerte par la compagnie Imperial

Biotechnology, est proposée pour la désamérisadon des hydrolysats de protéines du
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lactosérum. Dans le cas de la Chymortrypsine, il s’agit d’une endoprotéase de source
animale (pancréas de beeuf), spécifique a ’hydrolyse des liens peptidiques du coté carboxyle
des acides aminés suivants: Phe, Trp, Tyr, Leu, Met et His. Cette enzyme est vendue par
Novo Nordisk pour la préparatdon d’hydrolysats protéiques et non pour la désamérisation
enzyvmatque de ces produits. Nous avons aussi voulu vérifier si la combinaison de deux
endoprotéases (Alcalase + Chymotrypsine) pour 'hvdrolyse des protéines du lactosérum
pouvait mener a la préparation d’un hydrolysat moins amer que celui obtenu avec 'Alcalase
seule er ce, en raison de la spécificit¢ de la Chymotrypsine envers les acides aminés
hydrophobes qui sont associés a 'amertume (Matobe et Harta, 1972; Adler-Nissen, 1976;

Yeom et al,, 1994; Roudot-Algaron, 1996).

Les cinéuques d’hydrolyse de Iisolat de protéines du lactosérum (Biptog) obtenues a 'aide
de ’Alcalase combinée a I'une des trois enzymes étudiées sont illustrées a la Figure 1. On
remarque que les protéines du lactosérum sont fortement hydrolysées par le mélange
Alcalase/Flavourzyme, avec un degré d’hyvdrolyse (DH) de pres de 40% aprés 300 minutes
de réacdon. Bien que la cinédque d’hydrolyse obtenue avec ce mélange accuse une légére
baisse en début de réaction (30 min), la vitesse réactonnelle est par la suite quasi-constante
jusqu’a la fin de la réacdon. Dans le cas des mélanges Alcalase/Debitrase DBP20 et
Alcalase/Chymotrypsine, les cinédques d’hydrolyse sont comparables. Cependant les
valeurs DH obtenues en fin de réacton (230-250 min) avec ces deux mélanges sont
beaucoup plus faibles (~21%) que celle obtenue (DH ~40%) avec le mélange Alcalase/
Flavourzyme et ce, en raison d’une baisse plus importante de la cinétique d’hydrolyse aprés

30 minutes de réacdon.

Les symboles noirs sur le graphique (Figure 1) indiquent I’apparition d'un début de
gélification dans les mélanges réactonnels. Bien que ’hydrolyse enzymauque soit reconnue
pour mener i une diminution des propriétés gélifiantes d’une protéine (Mahmoud, 1994;
Panyam et Kilara, 1996), de nombreux travaux sur I’hydrolyse enzymatique des protéines

du lactosérum ont démontré laptitude i la gélification thermique de certains
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Figure 1: Comparaison des cinétiques d'hydrolyse de I'isolat de protéines du lactosérum

(Bipro®) obtenues i laide de I'Alcalase, combinée i la Chymotrypsine, a la
Debitrase DBP20 ou i la Flavourzyme. Les symboles noirs indiquent
I'apparition d'un début de gélification dans le mélange réactionnel. Les

cinériques d'hydrolyse ont été suivies par la méthode pH-stat jusqu'a un degré

d'hydrolyse de 4%, puis par osmométrie jusqu' la fin de I'hydrolyse.
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hydrolysats (Ju et al., 1995; Otre et al., 1996a; 1996b; Ju et Kilara, 1998). Al Figure 1, on
note que pour les hydrolyses obtenues a I'aide des trois mélanges enzymatques, un début
de geélification apparait dans le mélange réactionnel aprés 120, 230 et 266 minutes de
réacton pour la Chymotrypsine, la Debitrase DBP20 et la Flavourzyme, respectivement.
Sur la base de sa forte capacité d’hydrolyse des protéines du lactosérum et de 'apparition
tardive de la gélificadon dans le milieu, la Flavourzyme a été sélectionnée pour P'hydrolyse
de l'isolat de protéines du lactosérum en présence de I’Alcalase. D’autre part, afin d’éviter
Pappariton d’un début de gélification dans le mélange réactionnel, la durée d’hydrolvse a

'aide du mélange Alcalase/Flavourzyme a été fixée a 180 minutes.

Une fois 'enzyme sélectionnée pour la désamérisation de I'hydrolysat préparé i I'aide de
I’Alcalase, il fallait déterminer les condidons du traitement thermique permettant d’inactiver
le mélange Alcalase/Flavourzyme en fin de réacton. Ce traitement thermique doit étre
sutfisamment sévére pour assurer I'inactivaton compléte des enzymes, sans pour autant
affecter la solubilité de I’hydrolysat final. D’autre part, les conditdons de désacdvation des
enzymes sont variables er dépendantes de la stabilité des enzymes en fonction de la
température, de la durée du traitement, du pH mais également du milieu environnent. Il
failair donc mesurer Pinactivadon des enzymes au pH de ’hydrolysat en fin de réacton.
Dans notre érude, toutes les réactions étant controlées par une combinaison des méthodes
pH-stat et osmométrie, le pH des mélanges en fin de réacdon se situe autour de 6.3. Les
traitements thermiques érudiés ont donc éré appliqués a des mélanges réactionnels ajustés a
pH 6.5. L'etficacité de quatre traitements thermiques pour linactvaton du mélange
Alcalase/Flavourzyme a donc été comparée: 85°C/3 min, 75°C/10 min, 65°C/15 min,
55°C/20 min. Ces traitements ont été appliqués en fin de réacton, puis les mélanges ont
été placés a nouveau dans les conditions optimales des enzymes pour une durée
addidonnelle de 60 minutes. Enfin, une mesure du rado AN/TN a été réalisée
immeédiatement aprés I'applicadon du traitement thermique, de méme qu’aprés la durée
d’hydrolyse addidonnelle de 60 minutes. Les résultats obtenus dans le cadre de cette érude

sont présentés au Tableau 1. En fait, le rado AN/TN permet de mesurer la teneur en azote

o<-aminé (AN) d’une solution protéique et par conséquent, une augmentation de ce rato



Tableaul: Effet des conditions (T°/durée) du traitement thermique de désactivation
des enzymes Alcalase et Flavourzyme sur le rato AN/TN (%), mesuré apreés

une hydrolyse de 30 minutes (T30) et une durée d’hvdrolyse additionnelle de

60 minutes (T30+G60).

Echantillon T30 T30+602
Traitement thermique
85°C / 5 minutes 20.0 18.9
75°C / 10 minutes 22.4 21.8
65°C / 15 minutes 230 24.1
55°C / 20 minutes 23.5 249

! T30: meélange réactuonnel désactivé thermiquement aprés une hydrolyse de 30 minutes.
* T30+60: mélange réactionnel désactivé (T30), puis placé a nouveau dans les conditions

optmales d’hydrolyse des enzymes pour une durée additonnelle de 60 minutes.




aprés l'inacdvadon thermique des enzymes indique la libération de groupements o<-aminés
et la présence d'enzymes actives dans le milieu. Ces résultats démontrent que les
traitements thermiques de 55°C/20 min et 65°C/15 min sont insuffisants pour assurer
I'inacuvaton compléte des enzymes en fin de réaction. En effer, les ratios AN/TN
mesurés dans les mélanges réactonnels désactivés et placés a nouveau dans les conditions
opumales d’hydrolyse des enzymes pour une durée addidonnelle de 60 minutes (T30+60)
sont supérieurs aux valeurs obtenues aprés 30 minutes de réacton (T30). Pour ces
conditions de désactvaton thermique (35°C/20 min, 63°C/15 min), une actvité
enzvmatque résiduelle érait donc présente dans le milieu. Par contre, les traitements
thermiques de 75°C/10 min et 85°C/3 min assurent une inactivation compléte des
enzymes. Pour ces traitements, les rados AN/TN mesurés aprés une durée d’hvdrolyse
addidonnelle de 60 minutes dans les conditons optimales d’activité des enzymes sont
inférieurs a ceux mesurés immédiatement aprés le chauffage des mélanges. Pour la
désactvation thermique du mélange Alcalase/Flavourzyme, un traitement de 75°C/10 min
a donc été sélecdonné. Dans le cas de ’Enzeco®bacterial protease II, ses conditons de
désacuvadon thermique ont été fixées a 75°C/10 min, a partir d’'une étude comparable

réalisée dans le cadre de travaux antérieurs (Rolland, 1999).

Une fois 'enzyme désamérisante sélecdonnée (Flavourzyme) de méme que les conditions
de désacuvaton du mélange Alcalase/Flavourzyme, deux hydrolysats ont été préparés a
partir de Ulisolat de protéines du lactosérum (Bipro® et a laide de I'enzyme
Enzeco®bacterial protease II et du mélange Alcalase/Flavourzyme. Les cinétques
d’hydrolvse du Bipro® obtenues a l'aide de ces enzvmes sont illustrées a la Figure 2. On
note que les cinédques d’hydrolyse obtenues avec ces enzymes sont trés différentes. En
effet, I’hvdrolyse des protéines du lactosérum a I'aide de 'Enzeco®bacterial protease II est
beaucoup plus lente que celle obtenue avec le mélange Alcalase/Flavourzyme. Aprés 150
minutes de réacdon, une valeur DH de 10% est obtenue avec la premiére enzyme alors que
cette valeur est supérieure a 20% aprés 180 minutes de réaction avec le mélange

enzymatdque. Cette différence dans la cinétuque d’hydrolyse des protéines s’explique par
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Figure2: Cinétiques d’hydrolyse de Iisolat de protéines du lactosérum (Bipro®)
obtenues i laide de I'Enzeco®bacterial protease II (EBP) et d’une
combinaison des enzymes Alcalase et Flavourzyme (AF). Les cinétques
d’hydrolyse ont été suivies par la méthode pH-stat jusqu’a un degré
d’hydrolyse de 4%, puis par osmométnie jusqu’a la fin de ’hydrolyse ou les
réactions ont été stoppées par ultrafiltration (UF).



Paction synergique du mélange d’une exoprotéase (Flavourzyme) et d’une endoprotéase

(Alcalase), qui méne a 'hydrolyse d’un nombre plus important de liens pepudiques.

Les hydrolyses réalisées a l'aide de I’Enzeco’bacterial protease II et du mélange
Alcalase/Flavourzyme et dont les cinétiques sont illustrées a la Figure 1, ont été stoppées
par ulerafileradon (30 kda) des milieux réactonnels. Dans le cas de I’hydrolyse avec le
mélange Alcalase/Flavourzyme, une partie du mélange réactonnel a également éeé
désactivée par 'applicaton du traitement thermique sélectuonné (75°C/10 min) et ce, afin
de vérifier 'impact de ce traitement sur la solubilité des hydrolysats et leur teneur en

pepudes de faibles poids moléculaires.

Lors de lultrafiltradon, les rendements en matiére séche obtenus dans le cas des
hydrolysats préparés avec I'Enzeco®bacterial protease II et le mélange enzymadque
(Alcalase/Flavourzyme) ont été de 52 et 58%, respectvement. Ces rendements sont
comparables a ceux obtenus (~60%), par Turgeon et Gauthier (1990) pour l'ulerafiltration
d’hvdrolysats trypsique et chymoturypsique de protéines du lactosérum. L’ulerafiltraton
entraine donc des pertes en madéres séches de 'ordre de 40% lors du fractionnement des
hydrolysats enzymatdques de protéines du lactosérum, ces derniéres devant étre considérées
dans le cour de fabrication de I'ingrédient hydrolysé. Par contre, ces pertes en matiéres
séches pourraient étre jusufiées par une amélioration des caractéristiques des hydrolysats
protéiques desunés a la foruficaton protéique des jus de fruits. Par ailleurs, une érude
pourrait étre réalisée en vue de découvrir des voies de valorisadon des rétentats
d’ultrafiltradon inacdvés. Pour évaluer les avantages de I'ultrafiltration, les hydrolysats ont
donc été caractérisés en termes de compositon chimique, teneur en minéraux, ratio
AN/TN et profil du poids moléculaire de leurs composantes protéiques. Les résultats de

cette caractérisation sont présentés au Tableau 2.

L’isolat de protéines du lactosérum (Bipto®) utlisé pour la fabricauon des hydrolysats
protéiques est un ingrédient riche en protéines (93.6%), contenant des traces (<1%) de

lipides et de lactose et une trés faible teneur en cendres (~2%), principalement composée
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Tableau2: Composition chimique, rato AN/TN et profils de poids moléculaires des
composantes protéiques de l'isolat de protéines du lactosérum (Bipro®) et
des hydrolysats protéiques obtenus a I'aide de ’Enzeco bacterial protease 11
(EBP) et d’'une combinaison des enzymes Alcalase et Flavourzyme (AF); les

hydrolysats protéiques ont été désactivés soit par traitement thermique

(T'T), soit par ultrafiltradon (UF).

Bipro@ EBP-TT!| EBP-UF | AF-TT AF - UF
Composantes (%)
Protéines 93.6 86.5 87.8 89.8 86.5
Lipides <1 <1 <1 <1 <1
Lactose <1 <1 <1 <1 <1
Cendres 2.1 4.1 5.0 6.7 8.9
Minéraux (mg/g)
K 0.8 10.7 10.9 8.6 10.4
Na 5.7 7.6 11.0 19.1 22.8
Ca 0.9 1.1 0.7 1.1 0.9
Mg 0.1 0.3 0 0 0
P 0.1 0.2 0.6 0 0
AN/TN (%) 8.8 16.7 19.6 24.2 29.2
Profil de poids
moléculaires (%)
> 10000 da 98.6 34.2 10.7 19.3 1.4
5000-10000 da 0.8 10.9 14.6 8.9 8.9
< 5000 da 0.6 54.9 74.7 71.8 89.7

! Les données de cet hydrolysat protéique ont été trées du mémoire de Mardn Rolland (1999).



de sodium (5.7 mg/g). Aprés hydrolyse enzymatique, les teneurs en protéines des
hydrolysats varient de 86.5 a 89.8%. Cette diminudon de la teneur en protéines s’explique
par une augmentaton du contenu en cendres des hydrolysats, conséquence de I’ajustement
du pH en début dhydrolyse (DH de 4%) par Pajout d’un mélange de bases
(NaOH/KOH). L'ajout de ce mélange de base explique également 'augmentation des
teneurs en potassium et en sodium dans les hydrolysats, qui s'élévent alors 4 9-11 mg/g et
8-23 mg/g, respectivement. On remarque également que les hydrolysats préparés a partir
du melange Alcalase/Flavourzyme contennent des quantités plus élevées de sodium que
ceux préparés avec 'Enzeco®bacterial protease II; cette différence pourrait s’expliquer par
la composition minérale des préparatons enzymatiques. On note également que les teneurs
en cendres des hyvdrolysars ultrafilerés sont supérieures (5-9%) a celles des hvdrolysats
traités thermiquement (4-7%) en raison du passage des minéraux a travers les membranes

d’ultrafiltration et leur concentradon dans le perméat.

Dans le cas du ratio AN/TN, lisolat de protéines du lactosérum (Bipto®) présente une
valeur de 8.8%, ce qui représente la teneur en azote (-aminé libre dans le substrat de
départ. Les valeurs AN/TN obtenues pour les hydrolysats protéiques reflétent le degré
d’hydrolyse atteint en fin de réaction (Figure 2). En effet, dans le cas de I'Enzeco®bacterial
protease I, un ratio AN/TN de 16.7% a été obtenu alors que dans le cas du mélange
Alcalase/Flavourzyme, ’hydrolyse plus poussée des protéines a conduit a un rado AN/TN
plus élevé, soit 24.2%. Les valeurs obtenues pour les hvdrolysats ulerafiltrés sont
supérieures a celles obtenues pour les hydrolysats désactvés thermiquement et ce, en
raison du passage des peptides de faibles poids moléculaires qui contribue a augmenter la

teneur en azote -aminé des hydrolysats ultrafiltrés.

Le protil de distributon du poids moléculaire des composantes protéiques des différents
ingrédients réflete également le degré d’hydrolyse des protéines (Tableau 2). Dans le cas de
lisolat de protéines (Bipro®), les protéines sont intactes et sa teneur en composantes de
poids moléculaires supérieurs a 10 000 da est de 98.6%. Suivant son hydrolyse a I'aide de

’Enzeco®bacterial protease II, on observe une dégradation importante des protéines
P N



78

(>10000 da) en composantes de faibles poids moléculaires avec prés de 55% de peptides
de taille inférieure 4 5000 da. Dans le cas de I'hvdrolysat obtenu i l'aide du mélange
Alcalase/Flavourzyme, la proportion de peptides de petites tailles est supérieure a 70%, ce
qui illustre la plus grande efficacité de ce meélange enzymatique pour I’hydrolyse des
protéines du lactosérum. De plus, pour cet hydrolysat (AF-TT), une partie des peptides de
poids moléculaires élevés (17.8% de >10000 da) provient de la présence d’agrégarts
protéiques insolubles qui sont formés suite au traitement thermique appliqué pour la
désactivation des enzymes (75°C/10 min). En raison de leur présence, la solubilité des
protéines dans la phase mobile (tampon phosphate) udlisée pour les analyses de
chromatographie (HPSEC) est diminuée a 82%. Ce phénoméne d’agrégation thermique
n’est toujours pas élucidé, mais il se pourrait que la présence du groupement SH libre dans
la structure de la B-lactoglobuline méne a la formadon de ces agrégats. En effet, ce
groupement SH est trés réacdf au pH de P'hvdrolyse (pH 8.0) et a la température de
désacuvauon des enzymes, soit 75°C (Lee et al, 1992; Xiong, 1992). Dans le cas de
hydrolysat obtenu i I'aide de I'Enzeco®bacterial protease II (EBP-TT), il présente une

solubilité de 100% dans la phase mobile.

L’arrér de la réactdon d’hydrolyse par ultrafiltradon permet d’éliminer les enzymes et les
protéines non hyvdrolysées, tout en évitant la formatdon d’agrégats protéiques. Par
conséquent, en comparant les hydrolysats désactivés par traitement thermique avec ceux
désactvés par ultrafiltratdon, on remarque que la proporton de peptdes de faibles poids
moléculaires (<5000 da) est supérieure dans les hydrolysats ultrafilerés (~73-90%).
L’ultrafiltradon est donc un procédé teés efficace pour enrichir les hydrolysats en peptdes

de faibles poids moléculaires.

La seconde étape de ce projet consistait 2 évaluer le potendel de ces hydrolysats pour la
fortificadon protéique d’un jus d’orange. En fait, dans le cas d’un jus de fruits a pH acide,
’ajout de protéines peut mener a des problémes d’insolubilité de la source protéique. La
solubilité du substrat de départ (Bipro®) et des hydrolysats protéiques a donc été évaluée

sutvant leur addidon dans Peau, dans une solution modéle et dans un jus d’orange. La



Tableau 3: Indice de solubilité de 'azote (NSI, %) mesuré dans I’eau, dans la solution
modéle et dans le jus d’orange addidonnés de lisolat de protéines du
lactosérum (Biprog) et des hydrolysats protéiques obtenus a P'aide de
I’Enzeco®bacterial protease II (EBP) et d’'une combinaison des enzymes
Alcalase et Flavourzyme (AF); les hvdrolysats protéiques ont été désactivés

soit par traitement thermique (TT), soit par ultratiltradon (UF).

Echantillons| Bipro® |EBP-TT! EBP-UF | AF-TT | AF-UF

Milieux
Eau 98.9 99.8 99.1 88.3 98.8
(pH 7.0)
Solution modéle

92.7 7 99.9 94.4 99.7
(pH 2.6) 68
Jus d’orange 83.9 67.3 90.5 91.8 93.3
(pH 3.8)

! Les données de cet hydrolysat protéique ont été tirées du mémoire de Martn Rolland (1999).
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solution modele a été préparée dans I'eau distllée addidonnée de sucre inverd (9.2%), de
pectine (4.8%) et d’acide citrique (0.5%), de facon i reproduire les condidons
physico-chimiques d’un jus de fruits. Le Tableau 3 présente les résultats obtenus pour la
mesure de solubilité (méthode NSI) des différents ingrédients protéiques dans les trois

milieux érudiés.

Le Bipro®, trés soluble (98.9%) en solution aqueuse, perd un peu de solubilité (92.7%)
dans la solution modele a pH 2.6 alors que sa solubilité dans le jus d’orange est la plus
faible, soit ~84%. Dans le cas de 'hvdrolysat obtenu avec 'Enzeco®bacterial protease II et
désactivé par traitement thermique (EBP-TT), sa solubilité dans l'eau (pH 7.0) est
comparable 2 celle du Bipro® (99.8%), mais elle diminue de facon importante a pH acide,
avec des valeurs d’environ 68% dans la soluton modéle (pH 2.6) et dans le jus d’orange
(pH 3.8). On remarque également que suite a I'arrét de la réacton par ultrafiltration (EBP-
UF), la solubilité de cet hydrolysat est grandement améliorée 4 pH acide, avec des valeurs
se situant entre 91 et 99%. L’absence d’agrégats protéiques dans cet hydrolysat ultrafileré
explique probablement les valeurs plus élevées de solubilité obtenues dans la soludon

modéle et dans le jus d’orange.

Dans le cas de 'hydrolysat obtenu a 'aide du mélange Alcalase/Flavourzyme et désactvé
par traitement thermiquement (AF-TT), sa solubilité en soludon aqueuse est plus faible
(88.3%) que celle du Bipro® (99.8%), mais elle est peu influencée par les condidons du
milieu. Sa solubilité varie de 92 a 94% qu'il soit additonné i la soluton modéle ou au jus
d’orange. L’écart observé dans la solubilit¢ des deux hydrolysats protéiques s’explique
probablement par leurs profils peptdiques. En effet, les teneurs en peptides de poids
moléculaires élevés (>10000 da) sont de 34.2 et de 19.3% pour ’hydrolysat EBP-TT et AF-
TT, respectuvement (Tableau 2). La plus grande quandté d’agrégats protéiques dans
I'hydrolysat EBP-TT explique probablement sa plus faible solubilité. Enfin, la solubilité de
Phydrolysat ultrafiltré AF-UF est comparable a celle de I’hydrolysat obtenu a l'aide de
PEnzeco®bacterial protease II (EBP-UF), soit prés de 100% en solution aqueuse et dans la

solution modéle, alors qu’elle est de 93% dans le jus d’orange.
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Dans le but d’évaluer 'impact de la solubilité des ingrédients protéiques sur 'apparence du
produit, la turbidité de la soluton modéle a été évaluée suivant I’zjout du substrat de départ
et des hydrolysats selon différents niveaux d'incorporation, correspondant i des cotes
protéiques de 16, 20, 24 et 28. La cote protéique se définie comme la quantité de protéines
(g) ajoutée a une poruon de jus de 175 ml, muldpliée par le coefficient d’efficacité
protéique de la protéine (CEP); les protéines du lactosérum possédent un CEP de 3.2
(Dibley, 1997). Le Tableau 4 présente les résultats de cette analyse. A noter qu’en raison de

son opacité, cette analyse n’a pas été réalisée dans le jus d’orange.

Les résultats démontrent que les protéines du lactosérum a I’état nauf (Biprog) et les
hvdrolysats désactivés par rtraitement thermique (EBP-TT et AF-TT) donnent des
solutions opaques, avec des valeurs de transmitrance a 610 nm proches de 0. Par contre, les
hydrolysats ultrafilerés (EBP-UF et AF-UF) ne sont pas rturbides et les valeurs de
transmirrance (—1.0) sont en accord avec la solubilité mesurée pour ces échandllons dans la
solution modéle (Tableau 3). L’absence d’agrégats protéiques dans ces hydrolysats explique

probablement 'amélioration de la transmitrance des solutions.

Afin d’évaluer 'impact de I'ajout des ingrédients protéiques sur la texture du produit, la
viscosité de l'isolat de protéines du lactosérum (Biprog) et des hydrolysats protéiques a été
évaluée suivant leur addition dans la solution modéle et dans le jus d’orange selon les
quatre cotes protéiques a ’étude. Les résultats de cette analyse sont présentés au Tableau 5.
Dans le cas du Bipro®, son ajout a la solution modéle selon les quatre cotes protéiques
influence de fagon négligeable la viscosité de cette soluton (5.3 cp). En effet, 'ajout de
8.75g de protéines (cote protéique de 28) dans 175 ml de soludon modéle augmente la
viscosité 4 moins de 8 cp. Un comportement similaire est observé suite a 'ajout du Bipro®
dans le jus d’orange, ou la viscosité de ce dernier passe de 11.1 2 14.9 cp pour la cote
protéique la plus élevée (28). Dans le cas des hydrolysats protéiques, on note que la
viscosité qu’ills conférent a la solution modéle et au jus d’orange est directement liée a leur

solubilité dans ces milieux (Tableau 3). La faible solubilité (~68%) de 'hydrolysat EBP-TT

dans ces milieux entraine une augmentation importante de la viscosité, surtout
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Tableau 4: Turbidité (transmittance 2 610 nm) de la solution modéle additionnée selon
quatre cotes protéiques (CP) de I'isolat de protéines du lactosérum (Biprog)
et des hydrolysats protéiques obtenus a I'aide de I"Enzeco®bacterial protease

IT (EBP) et d’'une combinaison des enzymes Alcalase et Flavourzyme (AF);

les hydrolysats protéiques ont été désacuvés soit par traitement thermique

(TT), soit par ultrafiltradon (UF).

Echantillons| Bipro® |EBP-TT!| EBP-UF| AF-TT | AF-UF

Milieu

Solution modéle

(pH 2.6)
CP 16 0 0 0.98 0.05 0.98
CP 20 0 0 0.97 0.03 0.97
CP 24 0 0 0.98 0.02 0.98
CP 28 0 0 0.98 0.01 0.97

! Les données de cet hydrolysat protéique ont été tirées du mémoire de Martin Rolland (1999).
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Tableau 5: Viscosité (cp £ 1 cp) de la solutdon modéle et du jus d’orange additionnés
selon quatre cotes protéiques (CP) de I'isolat de protéines du lactosérum
(Bipro®) et des hydrolysats protéiques obtenus a I'aide de ’Enzeco *bacterial
protease [l (EBP) et d’une combinaison des enzvmes Alcalase et
Flavourzyme (AF); les hydrolysats protéiques ont été désactivés soit par

traicement thermique (TT), soit par ultrafiltration (UF).

| Echantillons| Bipro® |EBP-TT!| EBP-UF| AF-TT | AF-UF
Milieux
Solution modéle?
i (pH 2.6)
CP 16 6.2 5.3 6.2 6.2 5.6
CP 20 6.7 6.1 6.3 6.5 5.8
CP 24 6.8 6.8 6.4 6.7 59
CP 28 7.3 7.8 6.5 6.9
Jus d’orange?
(pH 3.8)
CP 16 13.1 21.3 12.1 14.3 12.1
CP 20 14.0 244 12.2 15.2 12.2
CP 24 14.2 27.2 12.5 16.4 12.2
CP 28 14.9 32.9 12,5 17.5 12.4

! Les donnees de cet hvdrolysat protéique ont été urées du mémoire de Martin Rolland (1999).
= La viscosité de la soluuon modéle seule est de 5.3 cp.
* La viscosité du jus d’orange seul est de 11.1 cp.



dans le jus d’orange ou des valeurs de 21-33 cp sont obtenues pour des cotes protéiques de
16 2 28. Le méme phénomeéne est observé avec 'hydrolysat AF-TT, avec toutefois des
valeurs de viscosité moins élevées dans le jus d’orange (14-18 cp) que celles de ’hydrolysats
EBP-TT et ce, en raison de sa meilleure solubilité (~92%) dans le jus d’orange. Enfin, les
deux hydrolysats ultrafiltrés érant solubles a plus de 90% dans la solution modéle et dans le
jus d’orange, ils influencent faiblement la viscosité des milieux pour les quatre cotes

protéiques a ’étude.

La solubilité des ingrédients protéiques dans la soluton modéle et dans le jus d’orange a
ensuite été évaluée suivant l'applicadon d’un rtraitement thermique reproduisant les
conditons de pasteurisaton des jus de fruits en industrie. Ce traitement, proposé par la
compagnie A. Lassonde Inc., consistait a préparer les solutions modéles et les jus d’orange
fortifiés en protéines dans des bouteilles de verre, lesquelles étaient ensuite plongées dans
un bain-marie 2 100°C pour une durée de 7 minutes. Selon la compagnie, un ingrédient ne
pourra subir I’étape de pasteurisadon s’il méne 4 I"apparidon d’un précipité dans le produit,

suite a 'applicadon de ce traitement thermique.

Le Tableau 6 présente les valeurs de solubilité mesurées (méthode NSI modifiée) suivant le
traitement thermique (100°C/7 min) de la soludon modéle et du jus d’orange additonnés
de l'isolat de protéines du lactosérum (Bipro:'D) et des hydrolysats protéiques selon les
quatre cotes protéiques sélecdonnées. De nombreux auteurs ont démontré que 'hydrolyse
enzymatique permet d’améliorer la solubilité des protéines lors des traitements thermiques
(ex.: pasteurisation) appliqués aux produits (Haque, 1993; Fr@kjaer, 1994; Mahmoud,
1994), et les résultats de la présente érude confirment ces observadons. En effet, suite au

® est quasi-insoluble dans la solution modéle (4-9%) alors

traitement thermique, le Bipro
que dans le jus d’orange, sa solubilité augmente mais demeure inférieure a 45%. Ce résultat
est directement lié i linsolubilité thermique de la P-lactoglobuline (B-lg), principale
protéine du lactosérum. A des températures de 70-85°C et en milieu acide (pH 4.5), la B—lg

se présente sous forme dénaturée et insoluble. A ce pH, il y aurait coaguladon
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Tableau 6 : Indice de solubilité¢ de I'azote (NSI, %) mesuré aprés le traitement thermique
(100°C/7 min) de la solution modéle et du jus d’orange additionnés selon
quatre cotes protéiques (CP) de I'isolat de protéines du lactosérum (Bipro®)
et des hydrolysats protéiques obtenus a I'aide de 'Enzeco®bacterial protease
IT (EBP) et d’'une combinaison des enzymes Alcalase et Flavourzyme (AF);

les hydrolysats protéiques ont été désactivés soit par traitement thermique

(TT), soit par ultrafiltration (UF).

Echantillons Bipro® |EBP-TT!| EBP-UF| AF-TT | AF-UF
Milieux
Solution modéle
(pH 2.6)
CP 16 9.3 88.2 98.1 80.7 98.9
CP 20 6.3 74.9 98.6 83.8 99.6
CP 24 54 76.1 99.7 86.4 99.0
CP 28 4.1 77.9 97.7 87.3 98.7
Jus d’orange
(pH 3.8)
CP 16 25.1 66.4 95.8 84.1 100.0
CP 20 343 71.0 94.4 86.7 100.0
CP 24 346 72.6 96.8 86.6 100.0
CP 28 45 73.3 97.9 88.3 100.0

! Les données de cet échanullon ont été turées du mémoire de Martin Rolland (1999).



des protéines par agrégaton et formation de liens disulfures intermoléculaires avec des

protéines voisines (de Wit et Klarenbeek, 1981; Pearce, 1989).

On remarque également que la solubilité du Bipro® dans la solution modéle diminue avec
"'augmentadon de la concentration en protéines, alors que Peffet contraire est observé dans
le jus d’orange. La solubilit¢ des protéines du lactosérum étant étroitement liée au pH et a
la force ionique du milieu (Kinsella, 1984; Kinsella et al,, 1989; de Wit, 1989a), il est
probable que Penvironnement physico-chimique du jus d’orange soit plus favorable i la
solubilisation de ces protéines. L’écart observé entre la solution modéle et le jus d’orange
pourrait aussi s’expliquer par la présence de certains composés dans le jus d’orange, comme
des sucres ou des minéraux qui permettraient de stabiliser les protéines a la chaleur. Des
¢tudes onrt d’ailleurs démontré I’effet protecteur de certains sucres (ex.: lactose, sucrose) et
de certains ions (Ca*-, Na~, CI) lors du traitement thermique de plusieurs protéines, dont
la B-lactoglobuline (Kinsella et al., 1989; Jelen, 1992; Mangino, 1992; Morr et Ha, 1993).
L’apparition d’un phénoméne de «saling-in» pourrait aussi éwe a lorigine de
'augmentation de la stabilité thermique des protéines dans le jus d’orange. Ainsi la
formadon d’interactions ion-protéine permettrait de diminuer les interactions protéine-
protéine et donc, d’augmenter la mise en solution des protéines. Il se pourrait aussi que des
interactions entre les protéines et les polysaccharides (ex.: pectine) présents dans le jus
d’orange contribuent i améliorer leur solubilité (Samant et al., 1993; Tolstoguzov, 1997;
Schmitr et al,, 1998; Svrbe et al., 1998), surtout suivant l’applicaton d’un traitement

thermique.

Suite 3 'hydrolyse enzymatique, une amélioratdon trés importante de la stabilité thermique
des protéines est observée. En effet, tous les hydrolysats présentent une solubilité
supérieure i 66% suite au traitement thermique, peu importe le milieu ou la cote protéique
érudiés. Il est possible que des interactions protéine-peptide soient i l'origine de cette
amélioration de la stabilité thermique des protéines du lactosérum, comme l'on démontré

les travaux de Barbeau et al. (1996). Ces auteurs ont effectivement démontré que les

fragments 41-60 et 21-40 de la P-lactoglobuline, isolés d’un hydrolysat trypsique de



protéines du lactosérum, permettent d’améliorer la stabilité thermique de cette protéine et
ce, par voie d’interactions spécifiques (ionique ou hydrophobe). Selon ces auteurs, le
caractére hyvdrophobe de ces peptdes leur permerttraient d’interagir avec le cceur
hvdrophobe de la B-lg, stabilisant aussi la conformation de la protéine (Barbeau et al.,

1996).

Dans le cas de '’hydrolysat EBP-TT, sa solubilité varie de 66 a 88% selon le milieu et la
cote protéique étudiés, avec des valeurs de solubilité supérieures dans la solution modéle
comparées a celles obtenues dans le jus d’orange. Pour 'hydrolysat AF-TT, sa solubilité
demeure supérieure a 80% qu’il soit ajouté a la soluton modéle ou au jus d’orange, peu
importe la cote protéique. Mais ce sont les hydrolysats ultrafiltrés (EBP-UF et AF-UF) qui
sont les plus solubles aprés le traitement thermique de la soluton modéle et du jus
d’orange. En effer, la solubilité de ces hydrolysats demeure supérieure 2 94% peu importe
les conditons érudiées (milieu, cote protéique) et elle atteint méme une valeur de 100%

dans le cas des jus d’orange enrichis avec I'hydrolysat AF-UF.

De fagon a reproduire les conditons industrielles de production d’un jus de fruits fordfié
en protéines hydrolysées, la stabilité thermique des hydrolysats protéiques a finalement été
évaluée suite a la pasteurisaton (8632°C/17 sec) de jus d’orange forufiés en ces hydrolysats
selon une cote protéique de 20 (6.25g protéines/175 ml). Les résultats de cette étude sont
présentés au Tableau 7. A noter que la solubilité du substrat de départ (Bipro®) n’a pas été
évaluée dans ces conditions, en raison de sa faible solubilité mesurée dans le jus d’orange
suite 4 'applicadon du traitement thermique de 100°C/7 minutes (Tableau G). Suivant la
pasteurisaton, la solubilité des hydrolysats protéiques dans le jus d’orange se compare a
celle obtenue dans le cadre de I'étude précédente (Tableau 6). Ainsi, la solubilit¢ des
hvdrolysats traités thermiquement (EBP-TT et AF-TT) est de 71 - 86%, alors que celle des
hvdrolysats ultrafilerés (EBP-UF et AF-UF) est supérieure 2 98%. Encore ici,
Pultrafiltradon se révéle une méthode trés efficace pour améliorer la solubilité des

hydrolysats dans le jus d’orange aprés 'applicatdon d’un traitement thermique séveére.
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Tableau 7: Indice de solubilit¢ de I'azote (NSI, %) mesuré aprés la pasteurisation
(86 £ 2°C/17 sec) de jus d’orange additonnés selon une cote protéique de
20 des hydrolysats protéiques obtenus a I'aide de 'Enzeco*bacterial protease
II (EBP) et d’'une combinaison des enzymes Alcalase et Flavourzyme (AF);

les hydrolysats protéiques ont été désactivés soit par traitement thermique

(TT), soit par ultrafiltrauon (UF).

Echantillons Bipro° EBP-TT | EBP-UF | AF-TT AF - UF
Milieu

Jus d’orange

(pH 3.8)
CP20] ND:! 70.8 99.8 86.3 98.3

! : Non dérerminé en raison de I'insolubilité du Bipzog dans le jus d’orange suite a 'applicauon du

traitement thermique de 100°C/7 minutes (Tableau 6).
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Afin de visualiser I'apparence des jus fortifiés (cote protéique de 20) en protéines et traités
par pasteurisation, une photographie de ces jus est présentée i la Figure 3. La photographie
a été réalisée aprés 48 heures d’entreposage des jus a 4°C, et leur apparence est le reflet des
résultats obtenus au Tableau 7. En effer, I'hvdrolysat EBP-TT, dont la solubilité est la plus
faible (70.8%) suite au traitement de pasteurisadon (Tableau 7), confére une coloration
blanchatre au jus d’orange avec I'appariton d’un dépot trés important dans la bouteille.
Dans le cas de I’'hydrolysat AF-TT, pour lequel la solubilité dans le jus pasteurisé est plus
élevé (86.3%), la coloraton du produit se rapproche de celle du témoin, mais un dépor est
toujours vistble dans la bouteille. Par contre, I'apparence des jus d’orange est trés peu
modifiée par I'ajout des hydrolysats ultrafiltrés (EBP-UF et AF-UF), probablement en
raison de leur grande solubilité (>98%) dans le jus d’orange pasteurisé (Tableau 7). Enfin,
on remarque que le jus d’orange additionné de Bipro® a perdu sa coloration orangée, pour
donner un produit blanchitre avec la présence d’un dépér és important. A noter que le
traitement thermique de 86°C/17 secondes subit par cet échanallon a été réalisé par
immersion dans un bain-marie et non a l'aide du pasteurisateur i plaques, comme pour les

autres échanuallons.

La derniére érape de cette érude consistait a évaluer l'effet de la Flavourzyme sur la
désamérisation de ’hydrolysat préparé a I'aide de I'Alcalase. Pour cette étude, 'amertume
de I'hvdrolysat obtenu avec I’Alcalase seule, et préparé dans le cadre d’un projer antérieur
(Rolland, 1999), a été évaluée en comparaison de celle de I’hydrolysat obtenu a partir du
mélange Alcalase/Flavourzyme. Cette évaluaton de I'amertume a été réalisée a I'aide d’un
test de comparaison par paire, en udlisant un panel composé de 27 juges entrainés. Les
résultats de ce test ont démontré que 'hydrolysat «Alcalase» érait significativement plus
amer que ’hydrolysat obtenu 2 I'aide du mélange Alcalase/Flavourzyme. Parmi les 27 juges
composart le panel de dégustadon, 20 ont conclu que I'hydrolysat «Alcalase» était plus
amer. D’aprés la table statistique de Roessler (Roessler et al., 1978), le minimum de
«bonnes réponses» (par bonne réponse on entend I'hydrolysat supposé étre le plus amer,

soit 'hydrolysat «Alcalase») nécessaire pour établir une différence significative (p<0.05)
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Figure 3: Apparence des jus d’orange forufiés en protémes suite a Papplication du
traitement de pasteunisation (86°C/ 17 sec). Les jus ont été addittonnés {cote
protéique de 20} de Bipro@ et des hydrolysats protéiques obtenus a 'aide de
I’Enzeco *bacterial protease II {EBP) et d’'une combmaison des enzymes
Alcalase et Flavourzyme (AF); les hydrolysats protéiques ont été désacuveés
soit par traitement thermique (TT), soit par ultrafiderauon (UF). Le témomn

est un jus d’orange nature.
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entre deux échandllons, lors d’'un test de comparaison par paire réalisé sur 27 jugements,
est de 18. Par conséquent, les 20 «bonnes réponses» obtenues dans le cadre de cette étude
nous permettent de conclure que [hydrolysat obtenu i laide du mélange
Alcalase/Flavourzyme présente une amertume significadvement plus faible que celui
prépar¢ a aide de ’Alcalase seule. Ces résultats indiquent donc que la Flavourzyme est une
enzyme efficace pour la désamérisadon d’un hydrolysat de protéines du lactosérum préparé

a 'aide de 'Alcalase.

En conclusion, les hydrolysats de protéines du lactosérum préparés dans le cadre de ces
travaux i laide de lenzyme Enzeco®bacterial protease II et du mélange
Alcalase/Flavourzyme présentent de nombreux avantages nutritionnels pour la
fortification protéique des jus de fruits. En effet, ces hydrolysats ulerafiltrés sont fortement
hydrolysés (AN/TN>19%) et contiennent une forte proportion (>75%) de peptides de
taibles poids moléculaires (<5000 da), surtout lorsque la réacdon d’hydrolyse est stoppée
par ulcrafiltratdon. De plus, additionnés a un jus d’orange selon une cote protéique de 20,
ces hydrolysats présentent une solubilité de prés de 100% suite a lapplicadon d’un
traitement de pasteurisation reproduisant les condidons industrielles de fabrication des jus
de fruits. Enfin, I"ajout de Flavourzyme lots de 'hydrolvse des protéines du lactosérum a
I’aide de I'Alcalase a permis de réduire, de fagon significadve (p<0.05), 'amertume de cet

hvdrolysat.



CONCLUSION GENERALE

Ce projet de recherche avait pour but la mise au point d’un hydrolysat enzymatique de
protéines du lactosérum destiné i la fortification protéique d’un jus de fruits et ce, en vue
de la préparadon d’une boisson «nutraceutique». La problématique développée i la base de
ce travail voulait qu’a I’état nadif, les protéines du lactosérum coagulent lors d’un traitement
thermique sévére (ex.: pasteurisation), limitant ainsi leur additon a forte concentration
(cote protéique de 20) dans les jus de fruits. Dans ce projet, 'hydrolyse enzymatique des
protéines du lactosérum visait donc a améliorer la solubilité de ces protéines dans
Penvironnement physico-chimique des jus de fruits, mais également a conférer un avantage
nutritionnel a ce rype d'ingrédient via la production d’une quantité importante de peptides
de faibles poids moléculaires (<3000 da), lesquels sont reconnus pour leur assimiladon

rapide par 'organisme.

Ce projet de recherche s’inscrit a la suite des travaux de maitrise de M. Rolland (1999),
dont I'objectf général érait la mise au point des condidons d’hvdrolyse enzymatique des
protéines du lactosérum pour I'obtendon d’ingrédients riches en pepddes de faibles poids
moléculatres (<5000 da). Dans ces travaux, deux hydrolysats enzymatiques de protéines du
lactosérum ont été préparés a l'aide des enzymes Enzeco®bacterial protease II et Alcalase.
Ces ingrédients éraient fortement hydrolysés (AN/TN~17-23%), riches en protéines (88-
93%), contenaient une teneur en cendres acceptable (~4%) et une forte proportdon (55-
93%) de peptdes de petites tailles (<5000 da). Additonnés a un jus d’orange selon une
cote protéique de 20, ces ingrédients demeuraient solubles a plus de 70% suivant
Papplicadon d’un traitement thermique sévére (100°C/7 min). Les résultats de cette érude
ont toutefois révélé certains problémes, notamment au niveau de l'apparence et de la
saveur des jus fortifiés avec ces hydrolysats protéiques. Les jus additdonnés de ’hydrolysat
obtenu avec I'Enzeco®bacterial protease II présentaient une coloration blanchitre
inacceptable, alors que ceux earichis avec ’hydrolysat préparé a 'aide de I’Alcalase avaient

une saveur amére trés prononcée. Les objectfs de notre travail de recherche ont donc été
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définis en vue de résoudre les problémes rencontrés avec ces deux hydrolysats protéiques,

de maniére a accroitre leur potendel pour la fortficaton protéique des jus de fruits.

Le premier objectif de notre étude visait a évaluer I'efficacité d’un traitement enzymatique,
a l'aide d’une exopeptidase, pour la désamérisation de I’hydrolysat de protéines du
lactosérum préparé i l'aide de 'Alcalase. Il a été démontré, par une évaluaton sensorielle
de Pamerrume, que I'hydrolysat obtenu a l'aide du mélange Alcalase/Flavourzyme érait
significativement (p<0.05) moins amer que 'hvdrolysat obtenu a 'aide de ’Alcalase seule.
Cependant, une saveur légérement amére érait encore perceptible dans les jus d’orange
fortfiés a partr de cet hydrolysat. Néanmoins, cette amertume de faible intensité pourrait
probablement étre masquée par le mélange de jus de fruits aux arémes plus prononcés tels

la péche, 'ananas et le fruit de la passion.

Le second objectf de notre étude consistait a évaluer leffer de l'ultrafiltraton, en
remplacement du traitement thermique d’inactivation des enzymes, sur le profil peptdique
des hydrolysats protéiques et sur les caractéristiques physico-chimiques (solubilité,
turbidité, viscosité et stabilité thermique) de jus d’orange addittionnés de ces hydrolysats.
Dans une premiére étape, un isolat de protéines du lactosérum (Bipro®) a été hydrolysé a
l'aide de I’Enzeco®bacterial protease II ou du mélange Alcalase/Flavourzyme, puis
ulerafiltré pour stopper la réactdon enzymatuque mais également pour enrichir les
hydrolysats en peptides de faibles poids moléculaires (<5000 da). Les hydrolysats
protéiques ainsi obtenus ont ensuite été caractérisés en terme de composition chimique, de
profil peptidique et de comportement physico-chimique dans une soluton aqueuse, une

solution modéle et un jus d’orange.

Les résultats de ces travaux ont démontré que l'ultrafiltration est une méthode efficace
pour enrichir les hydrolysats protéiques en peptdes de faibles poids moléculaires (<5000
da). En effet, I'arrét de la réaction d’hydrclyse par ultrafiltradon a permis d’augmenter de

pres de 20% la teneur des hydrolysats en peptdes de pedites tailles (<5000 da). Par contre,
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ce traitement a pour effet d’augmenter leur teneur en sels 4 5-9%, ce qui demeure treés

acceprable pour le domaine alimentaire.

I1 a aussi été démontré que l'ultrafilradon des hydrolysats obtenus i l'aide de
I’Enzeco *bacterial protease Il et du mélange Alcalase/Flavourzyme permet d’améliorer
leur solubilité dans le jus d’orange. En effet, les hvdrolysats ultrafiltrés présentent des
valeurs de solubilité dans le jus d’orange supéricures a 91%, comparativement i des valeurs
de ~67% pour les hydrolysats désactivés par traitement thermique. En raison de cette
amélioraton de la solubilité, ces ingrédients donnent des solutions moins turbides et moins
visqueuses que celles préparées a partir des hydrolysats traités thermiquement et ce, pour
les quatre cotes protéiques érudiées (16, 20, 24 et 28). La stabilité thermique des ingrédients
hydrolysés a aussi été améliorée par ultrafiltration, leur solubilité dans le jus d’orange
demeurant supérieure a 94% suivant I'applicadon de deux traitements thermiques sévéres
(100°C/7 min; 86°C/17 sec). Enfin, la coloradon des jus d’orange fortfiés a P'aide des
hydrolysats ultrafiltrés est trés peu modifiée et aucun dépét n’est visible dans les jus

fordtiés a I'aide de ces hydrolysats.

Les résultats obtenus dans le cadre de ces travaux ont donc permis de confirmer les
hypothéses de départ. En effer, il a été possible de réduire 'amertume de I’hydrolysat
préparé a l'aide de I'Alcalase via I'ajout d’'une exopepddase, soit la Flavourzyme. Enfin,
ultrafiltraton s’est révélée une méthode efficace pour augmenter la teneur des hydrolysats
en peptdes de faibles poids moléculaires (<5000 da) et pour améliorer leur solubilité dans
le jus d’orange, méme aprés l'application d’un traitement thermique reproduisant les

condidons de pasteurisadon industrielle des jus de fruits.

Malgré la confirmation des hypothéses de départ et 'atteinte des objectifs, deux problémes
ont été observés en cours d’expérimentation et devront étre résolus avant la mise a échelle
du procédé de fabricaton des hydrolysats enzymatiques. Le premier probléme, mendonné
précédemment, est celui de la saveur légérement amére de ’hydrolysat obtenu a l'aide du

melange Alcalase/Flavourzyme. Pour cet ingrédient, le probléme de saveur pourrait étre



solutionné par un ajustement de la formulatdon du jus, avec 'udlisadon d’un mélange de
] jus, g

fruits aux aromes prononcés en vue de masquer "'amertume.

Le deuxiéme probléme a été rencontré au cours de ['ultrafiltration des hydrolysats, lesquels
avalent tendance a gélifier en foncton du facteur de concentration. Soulignons que les
membranes d’ultrafiltradon utlisées dans le cadre de ces travaux éraient de type «fibre
creusen, alors que des membranes de type «spirale» sont généralement udlisées en industrie.
La wrbulence développée dans ces membranes érant beaucoup plus élevée que celle
prévalant dans les fibres creuses, il est possible que le changement de configuraton des
membranes puisse résoudre le probléme de gélification. Par ailleurs, les systémes industriels
de pompage sont plus efficaces que ceux utilisés pour ces travaux et pourraient donc
réduire les risques de gélification des solutions en cours d’ultrafiltraton. Enfin, il serait
possible de réduire la teneur en protéines des solutons afin d’éviter leur gélificadon en
cours de concentraton, mais cette approche aurait pour conséquence de réduire P'efficacité

du séchage (atomisadon) des ingrédients hydrolysés.

Un dernier point a souligner a la suite de ce travail est la nécessité d’érudier le mécanisme
de gélificadon en cours d’hydrolyse, lequel a été observé dans le cas des hydrolysats
préparés a l'aide de I'Alcalase. Bien que cette enzyme soit reconnue pour donner des
hvdrolysats en mesure de gélifier sous certaines conditions, aucun travail de la littérature ne
mentonne la gélificadon de ce type d’hydrolysat en cours d’hydrolyse et a des valeurs
élevées de degré d’hydrolyse. Il serait donc intéressant d’étudier ce phénomeéne afin
d’identifier les facteurs responsables de la formation d’un gel a faible température a partr

de mélanges pepudiques de poids moléculaires relativement faible.
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