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La fortiticarion des jus de fruits en protéines du lactosérum est limitée actuellement par 

leur instabilité lors du traitement de pasteurisation appliqué à ce type de produit. Afin de 

résoudre ce problème, cette étude avait pour but de mettre au point un hydrolysar 

enzymatique de protéines du lactosérum qui soit soluble à forte concentration dans un jus 

d'orange pasteurisé, et qui contienne une forte proportion de peptides de faibles poids 

moléculaires (~3000 da), reconnus pour leur assimilation rapide par ibrganisme. 

L'ingrédient hydrol!-se devait présenter une saveur non amère de manière à permettre son 

addiaon à forte concentration dans le jus d'orange. Les résultats ont démonué que 

l'hydrolyse d'un isolat de protéines du lactosérum à l'aide de l'enzyme ~nzeco~bacter ial  

pro tease II et d'un mélange hlcalasel Flavoun yne, suivi du fractionnement des mélanges 

par ultrafdtraaon, permet d'obtenir des hydrolysats présentant de nombreux avantages 

nutritionnels pour la fortification protéique de jus de fruits. Ces ingrédients sont riches 

(>86*.%) en protéines de bonne qualité (CEP-3.2), pauvres (<I0/o) en matière grasse et en 

lacrose, ils sont fortement hrdrolyses (&X/TN 20-2g0/0) et conaement une très forte 

proportion (75-90°/o) de peptides de petites tailles (GO00 da). Additionnés à un jus 

d'orange à forte concentration (lO/o protéines), ces ingrédients demeurent solubles à plus de 

98'30 suite au traitement de pasteurisation des jus. De plus, ieur ajout au jus d'orange 

n'influence pas de hçon importante l'apparence ou la viscosité du jus. Enfin, I'hydrolysat 

préparé i l'aide de 1'~nzeco"bacterial protease II confêre au jus d'orange une saveur plutôt 

neutre, alors qu'une note d'amertume peu prononcée est percepuble dans le cas de 

I'hydrolysat obtenu avec le mélange hlcalase/Flavourzyme. 
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Les aliments fonctionnels er les nurraceutiques sont une nouvelle gamme de produits se 

définissant comme des aliments ou des ingrédients qui possèdent non seulement de bonnes 

propriétés nutritionneiles, mais qui offrent également des effets bénéfiques pour la sant6 

des individus (Stephen, 1998). En raison de leur image positive, ces produits suscitent un 

intérêt croissant chez les consommateurs (Paquin et  Gauthier, 1993; Ohr, 1997; Hilliam, 

1998) et d'iù l'an 2010, on prévoit que le marché des aliments fonctionnels et des produits 

nurraceuuques pourrait atteindre 500 milliards de doliars CS (Paquin et Gauthier, 1993). 

Dans le domaine des aliments fonctionnels et des produits nutraceuciques, le secteur des 

boissons non alcoolisées est le plus actif. Dans ces boissons, de nombreuses composantes 

nutritives peuvent étre ajoutées telles que des viramines (A, B. C et E), des rninéraus 

(calcium, magnésium, fer, etc.), des polysaccharides (fibres) et des protéines. Parmi ces 

boissons, ceiles fortifiées en protéines ~ l sen t  un objectif nutritionnel et sont destinées à une 

clientèle dont les besoins en protéines sont élevés comme les sportifs, les personnes âgées 

ou les individus sous régime amaigrissant (Fnkjaer, 1994; Burn, 1992; Swarrz, 1995; 

Plaaman, 1998). Pour l'industrie laitière, la fortificaaon protéique des boissons représente 

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

En effet, les protéines du lactosérum sont largement utilisées pour la fortification protéique 

des aliments en raison de leur exceiiente valeur nutriai-e et de leurs b o ~ e s  propriétés 

fonctionneiles. D e  fagon générale, ces protéines sont solubles sur une gamme étendue de 

pH QIangino, 1992; Morr et Ha, 1993), eues donnent des sohaons peu visqueuses et 

offrent d'esceiientes propriétés gélifiantes. Dans le cas de leurs propriétés moussantes et 

émulsifiantes, eiles sont variables selon les ingrédients protéiques et les traitements qu'ils 

ont subis (de Wit, l989a; Kinselia et al., 1989; Mangino, 1992). Un des problèmes majeurs 

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

effet, lors d'un chauffage (13 à 30 min.) à 70-8s0C en milieu acide (pH 4.5) la P- 



lactoglobuline, principale protéine du lactosérum, se présente sous forme dénaturée et 

insoluble ce qui conduit à I'agrégauon des protéines (de \Vit et Kiarenbeek, 1981; Pearce, 

1989). L'addition des protéines du lactosérum à des produits acides pasteurisés est donc 

limitée par leur instabilité thermique. 

;\fin d'améliorer leur stabilité thermique et certaines de leurs propriétés foncuonneUes, des 

traitements de modification des protéines du lactosérum ont été proposés. .iinsi, plusieurs 

traraus ont démontré que I'hydrol-se enzymatique, réalisée dans des conditions contrôlées, 

permettait d'améliorer leur solubilité (Schmidt et POU, 1991; Turgeon et al., 1992; Slacten- 

et Fitzgerald, 1998; Wu et al., 1998). leurs propriétés émulsifiantes et  moussantes purgeon 

et ai., 1995; Lieske e t  Konrad, 1996; Singh et Dalgleish, 1998; W u  et al., 1998), de même 

que leur stabilité à la chaleur (Haque, 1993; Fr@kjaer, 1994; Mahmoud, 1994). De  plus, ce 

F-pe de traitement permet d'obtenir des profis d'acides aminés et de peptides bien définis, 

lesquels sont reconnus pour conduire à une meilleure a s s idaaon  par l'organisme (Ziegler 

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

les risques d'dergies souvent associés à ces protéines, en pamculier à la P-lactoglobuline 

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

Bien que l'hydrolyse enzymauque présente de nombreus avantages, eiie mène souvent à la 

formation d'amertume dans les hydrolysars protéiques, Iaqueiie est liée à la présence 

d'acides aminés hydrophobes dans les peptides Libérés lors de la réacaon d'hydrolyse 

(3iatoba et Hata, 1972; Adler-Nissen, 1976; Yeom et ai., 1994). L'incorporation de ces 

hydrolysats dans des produits alimentaires peut donc conduire à des défauts de saveur (Ma 

et al., 1983; Adler-Xissen, 1986a; Pedersen, 1994; Godfrey, 1996)' en particulier dans les 

boissons fomfiées en protéines hydrolysées. Par contre, de nombre= travaux ont 

démontré que l'amertume des hydrolysats protéiques peut Eue réduite par I'utilisaaon 

d'esopepudases spécifiques a l'hydrolyse des acides aminés hydrophobes en position 

terminaie des peptides amers vmetsu et ai., 1983; hhagawa et ai., 1989; Nakamura et ai., 

1993a; Gobbetti et al,, 1995; Ge et Zhang, 1996; Izawa et ai., 1997a; 2997b; McDonneii et 

ai., 1997). 



Dans cette optique, la présente émde risair donc la mise au point d'un hydrolysat 

enzymauque de protéines du lactosérum destiné à la fortification protéique d'un jus de 

fruirs qui  soir facilement assimilable par l'organisme (peptides <5000 da), qui résiste au 

trairement de pasteurisaaon du jus et qui offre des qualités organolepciques acceptables et 

ce, en rue de la préparation d'une boisson (mutraceuùque)>. 

La. prochaine section du mémoire (chapitre I) est une revue de la lirréramre qui présente 

brièvement le domaine des aliments fonctionnels er des nutraceutiques et qui résume les 

principales caracrérïsaques physico-chimiques, foncaonnelIes et nucriaonneiies des 

protéines du lactosérum. Par la suite, quelques notions fondamentales sur l'hydrolyse 

enz!-maaque des protéines et son impact sur les propriétés fonctionnelles et nuuirio~elIes 

des protéines du lactosérum sont revues, suivi d'une section consacrée à l'amertume des 

hydrolysars enzvmaciques de protéines et aus différentes méthodes de désamérisation de 

ces produits. Finalement, une section est consacrée P la présentation du but, des 

hypothèses et des objectifs à la base de ce travail. À noter que les références urées dans le 

mémoire sonr répertoriées dans la section «Bibliographie générale», uourée à la toute fin 

du document. 



CHAPITRE I 

REVUE DE LITTÉRATURE 



1. LES ALIiMENTS FONCTIONNELS ET LES NUTRACEUTIQUES 

1.1 Définitions, réglementations, marchés 

Le rçrme ((aliment fonctionnel> a été introduit au Japon au milieu des années 80. Depuis, 

plusieurs termes ont été utiiisés pour désigner ces aliments ayant un effet bénéfique sur la 

santé. Les termes <(nuuaceutique», <(designer food», c<nuuitional food), «medical food>, et 

((pharmafoocb en sont des esemples. En Amérique du Nord, les termes nuuaceuriques et 

aliments fonctionnels ont souvent été urilisés sans distinction. E n  raison de problémes 

législatifs, un groupe de scienafiques de Santé Canada a toutefois suggéré que ces termes 

soient unlisés de façon indépendante et selon les d é f ~ t i o n s  suivantes (Stephen, 1998): 

L7n aliment fonctionnel s'apparente à un aliment conventionnel, est 

consommé dans le cadre d'une diète normaie et démontre des effets 

physiologiques bénéfiques et/ou permet de réduire les risques de cenaines 

maladies et ce, au delà de ses fonctions nutritionnelles. 

L n  nutraceutique est un produit dérivé d'un aliment, mais vendu sous la 

forme de comprimés, de poudre ou tout autre forme médicale, et qui 

démonue des effets physiologÎques bénéfiques pour l'organisme, incluant la 

prévention et le traitement de certaines maladies. 

La législation sur les aiiments fonctionnels et les produits nutraceuaques est très complexe. 

Elle est aussi fort diffërente d'un pays à l'autre et représente la barrière la plus importante à 

l'introduction de ces produits sur le marché (Faquin et Gauthier, 1995). Le Japon est 

actuellement le seul pays à avoir mis sur pied un système de contrôle et d'approbation 

spécifique a u s  aliments Soncaomels et à leurs allégations santé. FOSHU (Foodr for 

Speczzed HeaM L-~e), ce programme gouvernementai est entré en vigueur en 1 99 1 et jusqu'à 

présent, la mise en marché d'une centaine de ces aliments fonctionnels a été approuvée 

(Burke, 1997; Berner et O'Donneii, 1998; Hasler, 1998; Kubomura, 1998; Stephen, 1998). 

.iu Japon, il est donc possible de commercialiser ce type 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'esiste aucune définition [égaie pour les aliments fonctionnels et bien que 

les industries laitières aient été très actives dans la commercialisauon de produits pouvant 

erre considérés comme des aliments fonctionnels (ex.: yogourt au bifidus), la 

réglementation ne permet pas l'affichage d'allégations santé (HiIliam, 1998; Stephen, 1998). 

Cependant, la mise en marché de produits spécialisés qui se différencient des produits 

alimentaires destinés à la consommation de masse est permise (Hilliarn, 1998). Par 

esemple, le produit I d  est un sel de table riche en magnésium, utiiïsé pour sa capacité à 

réduire la tension artérielle. 

Aus États-Unis, la catégorie des «aliments fonctionnels» n'est pas encore reconnue 

Iégalement (Hasler, 1998) et il n'esiste aucune réglementaaon spécifique concernant les 

aliments fortifiés (Berner et OYDonnell, 1998; Stephen, 1998). Toutefois, l'attitude des 

organismes de réglementation à l'égard de ces produits est plus posiave qu'au Canada, 

surtout depuis l'encrée en vigueur du  Xum?ion LUekng and Education Ad (NLEA) en 1990 et 

du Dieta? Stppiement A c t  en 1994. En effet, la FDA (Food and Drug Admini~tration) a 

approuvé dis allégations santé pour les ingréàients suivants: le calcium, le sodium, les 

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

Contrairement à ce qui existe aux États-unis et au Japon, la législation canadienne est plus 

stricte et ne fait pas de discrimination entre les aliments dits conventio~els  et toute forme 

de suppléments alimentaires, incluant les nuuaceuaques (Stephen, 1998). Au Canada, les 

produits ingérés sont considérés soit comme des aliments, soit comme des médicaments. 

.-lu sens de la loi, il n'existe pas actuellement de catégorie intermédiaire. Par conséquent, 

toute allégation concernant les effets préventifs ou thérapeutiques d'un produit le dasse 

automatiquement dans la catégorie des médicaments et drogues. Les effets bénéfiques sur 

la santé ne peuvent donc pas être inscrits sur l'étiquette d'un produit alimentaire. Pour un 



Tableau 1: Mégauons santé actuellement permises aux États-unis'. 

1. Lc cdcium et son rôle dans la prévenaon de l'ostéoporose 

2. Le sodium er son effet sur l'hypertension artérielle 

3. Les aliments à teneur réduite en Lipides et leurs effets bénéfiques conue certains cancers 

4. Les aliments à teneur réduite en Lipides, en acides gras saturés et en cholestérol et leurs 
effets préventifs conue les maladies cardiaques 

Les fibres alimentaires et leurs effets preventits conue certains cancers 

Les fibres alimentaires solubles et leurs effets prévenafs contre les maladies cardiaques 

Le son d'avoine et le psyllium et leurs effets préventifs conue les maladies cardiaques 

8. Les h i t s  et les légumes et leurs effets préventifs conue certains cancers 

9. Le syiitol et son rôle dans la prévention des caries dentaires 

10. Le folare et son rôle dans la prévenaon des défauts du cube neural chez les 
nouveau-nés 

-idapté de Berner et O'DonneU (1998). 



rel produit, le fabriquant doit donc fournir un numéro DIN (Dng Inentifihrion i\>~mLerj ou 

un GPS  (Generaf Pih'ic c\>tmbtl>r3 et comme dans le cas d'une nouveiie drogue, il doit fournir 

i Santé Canada. les renseignements nécessaires à son évaluation: composition chimique du 

produit, méthode de production, spécifications pharmacologiques, tosicologiques, 

micro biologiques et résultats d'études cliniques. 

En raison de l'intérêt croissant des consommateurs et des fabriquants envers les aliments 

fonctionnels et les nuuaceutiques, Santé Canada a récemment présenté un projet de 

réglementation qui modifierait él-entuellement la Loi sur les aliments et drogues. Ce 

document prévoit que les aliments fonctionnels ne seront plus soumis aux études diniques 

destinées aux médicaments, mais plutôt i un système d'évaiuaaon similaire au modèle 

japonais. Selon Srephen (1998), la réglementation canadienne sur les aliments foncaonnels 

et les nurxaceuriques devait être modifiée avant la fin de l'année 1998, mais ces 

changements n'ont toujours pas été effectués. 

Etanr donné l'absence de consensus dans la définition des aliments fonctionnels et des 

nutraceuuques, ce marché est difficile à cerner mais quelques données sont disponibles 

(Hasler, 1998; O'Donneil, 1998). Selon Hiiiiarn (1998)' le marché mondial des aliments 

foncrionnels et des nuuaceutiques a atteint 6,6 milliards de dollars US en 1994, avec près 

de la moitié des rentes réalisées au Japon. Cenaines prévisions suggèrent que ce marché 

pourrait atteindre 17 d a r d s  de dollars US en l'an 2000, avec une croissance plus rapide 

aus États-unis qu'en Europe et ce, grâce à une législation plus favorable (Young, 1996). 

D'autres, telle la f i e  américaine Derinon Rrsourres I m ,  estime que le marché inrernaaonai 

des nuuaceuaques et des aliments fonctionnels a atteint 29 milliards de dollars US en 1998 

(Hasler, 1998), dont 16,7 milliards aux États-unis (O'DonneU, 1998). Au début du LWc 

siècle, les aliments fonctionnels et les nutraceuaques devraient créer un marché annuel de 

30 milliards aus États-unis seulement (Derinon Rrrourrer Inc.). D'après Paquin e t  Gauthier 

(1995), un marché international de 500 milliards de dollars US peut ètre envisage pour l'an 

20 10. 11 s'agit donc pour l'ensemble des anaiystes d'un marché en pleine progression. 



Le secteur des boissons non alcoolisées est l'un des plus acaf dans le domaine des aliments 

fonctionnels. -lu Japon, plus de 1a moitié (32 p. cent) des aliments fonctionnels se 

présentent sous cette forme (Paquin et Gauthier, 1995). Aus États-unis, 819 millions de 

dollars ont été dépensés en 1996 pour des boissons, soit près de la moiaé (48 p. cent) des 

ventes en aliments fonifiés (Ohr, 1998). Sur le marché européen, les boissons énergisantes 

et les boissons pour sportifs ont représenté en 1996 une consommation de près de 536 

millions de Liues, soit une progression de 27 p. cent par rapport à la consommation 

enregsuée en 1993 (Hen-é, 1997). 

La gamme des boissons nutraceutiques offertes sur le marché est mes diversifiée. À ane  

d'exemples, le Tableau 2 présente une Liste de boissons nutraceuaques acmeiiement 

disponibles. O n  y reuouve des boissons fortifiées en vitamines (A, 8, C et E), en minéraux 

(calcium, magnésium, fer, etc.), en poIysaccharides (fibres) et en protéines- La 

consommation de ces boissons enrichies assure donc un apport supplémentaire en 

nutriments essentiels, en remplacement des comprimés vitaminés ou des complexes de 

minéraus qui sont moins populaires auprès des consommateurs. De plus, des études ont 

démonué que l'absorption de certains nutriments est souvent faciiitée dans le cas des 

aliments fortifiés, comparativement a celie des suppléments (Paquin et  Gaudiier, 1995). 

1.2 Les boissons foniné.es en protéines du lactosérum 

Selon Burn (1995), la demande en aliments fonctionneis est dominée par mois groupes de 

consommateurs: les personnes igées, les individus sous régime amaigrissant et les sportifs. 

En  effet, selon Planman (1998) les fonctions du corps humain liées à la &gestion, à 

I'absorption et à i'assimiiation des nutriments perdent de leur efficacité avec le 

rieillissement. D'après Burn (1995), une personnes de 65-70 ans nécessite une diète moins 

riche en calories, mais non moins protéinée. Dans le cas des personnes sous régime 

nmaigrissant, les diètes à base de protéines permettent une perte de poids corporel tout en 

mainrenant l'équilibre azotée du corps humain (Fr@kjaer, 1994; Burn, 1995). 



Tableau 2: Exemples de boissons nucraceuaques disponibles sur le marché'. 

Produit Compagnie/ Pays Caractéristique 

Fibi 

Tos hu C ha 

1 SOS tar 

Red Buii 

Spofit 

Gong 

Coca-cola Boisson gazeuse riche en fibres bénéfiques 
pour la santé du système digestif 

Otsuka Phannaceuticais Boisson gazeuse fortifiée en fibres, 
riramines et minéraux 

Hitachi Zonen Corp. Thé fortifié en calcium 

.\sasi Beer Co. 

France 

Rawlands 

Boisson pour sportifs à base de protéines, 
contenant du coilagène 

Boisson isotonique à base de 
poi~saccharides et de minéraux @a, K Mg, 
Ca, Cl et P) 

Boisson isotonique à base de stevioside, un 
glycoside végétai 

Boisson énergisante à base de caféine, de 
taurine et d'acides aminés 

Boisson énergisante à base de sucre et de 
maltode-uuïne 

New Drinis Co. Boisson énergisante contenant de la cafwie 

-\dapré de Potter (1990); Sienkiewicz et Riedei (1990);jelen (1992); Paquin et Gauthier (1995). 



D'auue part, les protéines étant en partie responsables du développement et de la 

puissance des muscles (Su-am, 1 99 5), les sporu Es pratiquant des épreuves d'endurance (ex.: 

marathon) requièrent une diète riche en protéines. Dans le domaine des boissons pour 

sporrifs, le secteur des boissons isotoniques domine accuellement le marché. Ces boissons, 

à base d'oligosaccharides, permcmaient de maintenir I'équiiibre des fluides et des minéraus 

de l'organisme durant un eseruce physique (Hen-é, 1997; Burg, 1998). Toutefois, des 

études récentes ont permis de démontrer que les boissons à base de protéines et 

d'oligosaccharides, destinées à des athlètes de haut niveau, assuraient un meilleur taus de 

glycogénauon tout en améliorant le développement de la masse muscdaire (FrQkjaer, 1994; 

Burn, 1995). 

Dans le domaine des boissons fortifiées en protéines, le lactosénim est largement utiiisé. 

De façon générale, l'addition du lactosérum à ces boissons vise un objectif nutritionnel en 

raison de la qualité nutricive de ces protéines et de sa richesse en certains minéraux et 

L-itamines (Evans, 1982; Sienkiewicz et Riedel, 1990; Jelen, 1992; Giese, 1995). 

Sue d'esemple, le Tabieau 3 présente une gamme de boissons à base de lactosénim 

actuellement disponible sur le marché. Dans ces boissons, le lactosérum est additionné 

sous différentes formes selon les traitements appliqués au produit: lactosérum brute, 

déminéralisé, déprotéiné, concenués de protéines ou ingrédients hydrolysés vuohy et al., 

1 988; Sienkiewicz et Riedel, 1990; Jelen, 1992; Swarm, 1993). Jusqu'à présent, l'utilisation 

d'ingrédients hydrolysés a cependant été réservée aus boissons nutriaonnelles du type 

formules entérales, ou encore à des formules hypoallergéniques destinées aux nourrissons 

(lelen, 1 992). 

Bien que la façon la plus économique d'utiliser le lactosérum dans les boissons soit sous sa 

forme brute, les concenués de protéines du lactosérum obtenus par ultrafünaaon, de 

mème que la fraction résiduelle générée par ce procédé berméat) sont souvent utiiisés 

pour la préparation de boissons fortifiées en protéines (Jelen et ai., 1987; de Wit, 1989b, 

Sienliiewlcz et Riedel, 1990; Jelen, 1992). Par exemple, le perméat d'ultra€dtration peut être 

utilisé pour la préparation de boissons alcoolisées traditionnelles comme la bière. Dans le 

cas des concenués (30-70°h), ils sont habituellement utilisés pour augmenter la valeur 



Tableau 3: Esemples de boissons à base de lacrosémm disponibles sur le marché'. 

Produit Pays Caractéristiques 

Sarure's Konder Suède 

Clona Dew 

Rivelia ,\cuve 

Ta ksi 

Irlande 

Suisse 

,+liemagne 

France 

Pars-Bas 

,\utriche 

Hongrie 

Belgique 

Boisson aux f ~ r s  à base de protéines du 
lactosérum, de hctose hydroIysé et de jus de 
fruits de la passion, d'ananas, et d'orange 
(500 O) 

Boisson à base de jus de fiuits et de 
lactosérum brut 

Boisson gazeuse pour s p o d  a base de jus 
de fruit, de Iactosénun déprotéiné et d'eau 

Boisson aux fniits à base de Lactosérum brut 
et de jus de pomme et uuon  (1 OO,o) 

Boisson aux fruits à base de lactosérum 
concenué et de jus de mangue, goyare, kiwi 
et fruit de la passion (M0.'o) 

Boisson à base de yogourt écrémé (46O'o), de 
lactosénrm brut (434'0) er de jus de t'Mise, 
pomme et cerise 

Boisson aux fruits à base de lactosérum brut 
(8j0/o), de jus de fniits tropicaux (GO/o) et de 
saveurs 

Boisson aux fniits à base de lactosérum brut 
et de jus de mangue, pamplemousse et lime 

Boisson a base de perméat de lactosérum 
fermenté (83'0) et d'un mélange de jus de 
fruits (mangue, ananas, fiaise) 

Boisson au rogourt a base de lactosérum 
brut (4j0fb), de yogourt écrémé (-UO/o) et de 
jus de fraises (49'0) 



nutritive des boissons. De façon à rehausser l'image des boissons gazeuses, de Wit (1989b) 

et Jelen (1992) ont même suggéré l'ajout des protéines du lactosérum dans ces boissons à 

calories vides. Selon de Kit (1989b), une boisson peut facilement être fortifiée à plus de 

1%'~ de protéines du lactosérum. Toutefois, à des concentraaons en protéines supérieures à 

3'h, la saveur originale de la boisson est affaiblie, probablement en raison de la capacité des 

protéines à Lier certains composés aromatiques (de Wit, 1989b; Fares et al., 1998; 

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

La grande solubilité des protéines du lactosérum sous conditions acides facilite leur 

utilisation dans les boissons et permet de les utiliser à des valeurs de pH aussi faibles que 

celles prévalant dans les jus de f ' r s  (Evans, 1982; Slangino, 1992; Fr@kjaer, 1994; 

Huffman, 1996; Burrïngton, 1908a; 1998b). En fait, les ingrédients protéiques retrouvés 

dans ce type de boissons a u  bits doivent demeurer solubles et offrir une bonne stabilité 

lors des traitements thermiques appliqués à ce type de produits et ce, même en présence 

d'acides organiques, de saveurs ou de sucres (Sienkiewicz et Riedel, 1990). À pH acide 

(<3-S), les protéines du lactosérum seraient résistantes à la coagulation lors du traitement 

de pasteurisation des boissons (Tuohy et al., 1988; Jelen, 1992). Toutefois, des interactions 

avec les polrsaccharides (ex.: pectine) présents dans les jus de fruits peuvent conduire à la 

formation d'un réseau gélifié ou encore, augmenter la précipitaaon des protéines dans le 

produit (Jelen et al., 1987; de Wit, 1989b; Jelen, 1992). 11 est donc important d'accroître la 

resiscance de ces protéines à la chaleur lorsqu'eiles sont destinées à la fortification 

protéique des jus de fruits. Selon Slangino (1992)' la solubilité et la stabilité des protéines 

lors des traitements thermiques sont directement reliées à la concentration en lactose des 

concentrés de protéines du lactosérum. Le lactose aurait pour effet d'augmenter la 

résistance des proréines à la chaleur et par conséquent, d'améliorer leur solubilité (Evans, 

1982; Jelen, 1992; Xfangino, 1992; Creamer et MacGibbon, 1996). D'autre part, l'hydrolyse 

enzymatique des protéines est reconnue par de nombreus auteurs comme un m o o n  

efficace pour améliorer la stabilité à la chaleur des protéines (Haque, 1993; Frekjaer, 1994; 

>[ahmoud, 1994). Cette modification des protéines permettrait d'augmenter, entre autres, 

la solubilité des protéines dans des solutions hyperprotidiques. 



Ces dernières années, la nouvelle vague des aliments foncaonnels relance l'intérêt des 

boissons à base de protéines du lactosérum en raison de la valeur nutritive de ces proréines. 

L'esceiiente compatibilité entre le lactosérum acide er les jus à base d'agrume, 

principalement l'orange er le pamplemousse, peut donc être mise à profit pour la 

préparation de jus enrichis en protéines (Tuohy et al., 1988; Gandhi, 1989; Jelen, 1992). 

Dans ces jus le lactosérum est facile à mélanger et sa saveur de «petit laiop est bien masquée. 

Cependant des problèmes technologiques sont à prévoir avec les protéines du lactosérum, 

comme leur insolubilité suivant la pasteurisation des jus, la saveur salée caractéristique du 

1actosCrum et l'appanaon d'amertume si des hydrolysan enzymatiques sont utilisés comme 

source de pro téines. 

2. LES PROTÉINES DU LACTOSÉRUM 

2.1 Le lactosérwn et ses dérivés 

Le lactosérum, sous produit de la fabrication fromagère, est obtenu suite à la coagulation 

des caséines sous l'action de la présure (lactosérum doux), ou suivant I'acidificauon 

(lactosérum acide) du lait (Morr, 1989). Ii se compose essentiellement d'eau et de lactose, et 

d'une faible proportion de protéines ec de lipides résiduels, comme le montre le Tableau 4. 

En fait, la teneur en eau du lactosérum est supérieure à 93%, alors que son contenu en 

protéines est inférieur à l0/0; les protéines représentent donc 10 à 12% des solides totaux 

du lactosérum (Morr, 1989). 

En raison des bonnes qualités nutritionnelles et fonctionnelles des protéines du 

Iaccosé~m, d e s  sont valorisées et commercialisées sous la forme de concentrés (CPL) ou 

d'isolats de protéines du Iactoserum (IPL). Les technologies et procédés utiiisés pour la 

fabrication de ces ingrédients protéiques ont été revus par de nombreux auteurs (Evans, 

1982; >fort, 1989; Jelen, 1992; Morr et Ha, 1993; Xlultihrll, 7994; Huffman, 1996). Dans le 

cas des CPL, ils sont obtenus par un procédé d'uluafiluaaon combiné a une ou plusieurs 

étapes de diafüuation. Ce procédé permet de concentrer les protéines à des teneurs variant 



Tableau 4: Composition chimique et p H  du lactosénim acide et du Iactosérum doux1. 

Constituants (%) 

Eau 

Lactose 

Protéines 

Lipides 

llinéraus 

Calcium 

Sodium 

Potassium 

Phosphore 

Acide lactique 

Lactosérum acide Lactosérum doux 

Tué de Bassette et -\costa (1988); Sforr (1989). 



enue 35 et 80% tout en éliminant une pame du lactose et  des minéraux présents dans le 

Iacrosérum, comme le montre le Tableau 5. Par contre, les Lipides sont concenués avec les 

protéines ce qui peut affecter la foncaonnalitC des CPL à forte teneur en protéines. Cet 

effet n'est pas obsen-é dans le cas des IPL, ces derniers étant obtenus par adsorpaon des 

protéines sur des résines d'échanges ioniques, suivi d'une étape d'uluafdtration. Pour ce 

q-pe de produit, il est donc possible d'atteindre des teneurs en protéines supérieures à 9j0/o 

avec une éiimination quasi-totale du lactose et des Lipides, combinée à une diminution 

importante de la teneur en  rninéraus. Les IPL, de par leur composition, sont donc bien 

adaptés à des applications numuonneiles. 

2.2 Les principales protéines du lactosérum 

Les protéines du lactosérum se définissent comme les protéines du lait qui demeurent 

solubles suite à la précipitation des caséines à pH acide (à pH 4,6), ou par l'action de la 

présure (de Kït, 1989a). Elles représentent 20% des protéines totales du lait et sont 

composées principalement de la P-lactoglobuline (jOo/0), l'a-lactalbumine (12O/0), la sérum 

albumine bovine (BSA) (j0/0), les immunoglobulines (1O0/0), les protéines mineures 

(moins de 5?/0) et les protéose-peptones (fragments de caséines; 15-70%) (Morr, 1989; 

Goff et Ha,  1993). Parmi ces protéines, la P-lactoglobuline et l'a-lactalbumine sont les 

protéines qui influencent le plus les propriétés nutritionnelles et fonctionnelles du 

lactosérum, de même que le comportement des protéines du lactosérum lors des 

traitements industriels. Les caractéristiques de ces deux protéines seront donc présentées 

plus en détails. 

La P-tactoglobuline (P-lg), principale protéine du lactosérum, est constituée de 162 résidus 

d'acides aminés et possède une masse moléculaire de 18 300 da. Jusqu'à maintenant, 9 

variants génétiques ont été identifiés chez cette protéine, les variants A et B érant les plus 

fréquents. La différence enue ces deus variants génétiques provient de la subsamtion des 



Tableau 5: Comparaison de La composiaon d'une poudre de lactosérum, de concentrés 

de protéines du lactosérum (CPL) er d'un isolat de protéines du lactosérum 

(lPL)I. 

Constituants I Poudre de 
(% p h )  lactosérum 

CPL-35 CPL-80 IPL 

Protéines 

Lactose 

Lipides 

Minéraux I 7 6 3 

Tiré de .\fangin0 (1992); Fiches techniques des produits de la compagnie Davïsco 

International, Inc. (Le Sueur, MN). 



résidus d'acides aminés ASPw et V.ALilx dans le variant 4 par les résidus GLYG et r\Lhi~ir 

dans le variant B. Eue possède un groupement thiol Libre en position 121 PfcKenzie et 

a1.,1973) et sa srnicture tertiaire est stabilisée par la présence de deus ponts disulfures 

(Ensella, 1988), localisés en position CYSu-CYSI~,  et CMlt,G-Ci'Silg (Papiz et al., 1986). 

La srrucrure secondaire de la P-lg est constituée d'environ 13% d'hélice a, 51°/o de feuillet 

p. i 7% de courbure p et 17O% de structure désordonnée (Creamer et ai., 1983). Au niveau 

de sa structure tertiaire, elle présente la forme d'une poche ou d'un calice hydrophobe, 

constitué principalement par les feuillets (Figure 1). 

La structure quaternaire de la P-lg varie selon le pH, tel quPusué à la Figure 2. Entre pH 

3.0 et 7.0, la P-lg se présente sous la forme de dimères (Pessen et ai., 1985) due à des 

inreracuons élecuostatiques et hydrophobes entre des résidus localisés à la surface des 

monomères (Creamer et al., 1983; Papiz et al., 1986). Cependant à basse température 

(O--i°C), pour des concentrations en P-lg de l'ordre de 15 g/i et à pH entre 3.7 et 5.1, la 

protéine est sous forme d'octamère, les monomères se liant entre eux par des Liaisons 

hydrogènes. des pH inférieurs à 3.0, une dissociation réversible des dimères se produit 

suite a des répulsions élecuostatiques entre les sous-unités (Creamer et al., 1983). pH 

supérieur à 6.5, les dimères passent graduellement à l'état monoménque, cette structure 

écanr prédominante à pH 7 . 5  ce pH, il se produit aussi une rransformation réversible, 

appelée transition de Tanford. Cette uansition implique I'esposiaon et l'ionisation d'un 

groupement carbonyle, qui augmente la réactivité du groupement thiol Libre et mène à 

l'esposition ~anie i le  d'un résidu ryrosine (T'anford et ai., 1959; McKenzie, 1971). des pH 

supérieurs à 8.0, la dénaturation irréversible débute et conduit à la formation d'agrégats. 

Selon Swaisgood (1982), la rupture des ponts disulhires, l'oxydation du groupement chi01 

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

irréversible de la P-lg a ces valeurs de pH. 



Figure 1: Représentation schématique de la structure terulire de la P-lactoglobuline, 

montrant la liaison d'une molécule de réunol. Adapté de Papiz et al. (1986). 



1 

prédomine arec : 
P-.\ au froid i 

u;uisconformanon 
réversible 

Figure 2: Représentation schématique des changements de structure quaternaire de la 

P-lactoglobuline en fonction du pH. Monomère (A); Dimère (B); Octamère 

(C). Adapté de Pessen et al. (1985). 



Bien que le rôle physiologique de la P-lactoglobuline soit encore mal défini (Harnbraeus, 

1992), cette protéine est d'une très grande qualité nutritive grâce à son contenu élevé en 

acides aminés essentiels (Yom, 1989; Hambling et al., 1992)' notamment la leucine et la 

lysine. De plus, eue est riche en méthionine et en qstéine, principales sources de soufre 

chez l'humain (Dibley, 1997). Selon Creamer et 3IacGibbon (1996)' une des foncaons de la 

P-lg bovine serait de lier et protéger le r é ~ o l  (vitamine A), précieux constituant du lait de 

vache. En effet, sa ressemblance arec la RBP (Rerinol Binding Prorein) et d'autres 

protéines appartenant a la famille des protéines liant des molécules hydrophobes suggère 

qu'une des foncaons physiologiques de la P-lg serait le transport du réunol. De  récentes 

études démontrent aussi l'intérèt de cette protéine comme réservoir de pepades bioacafs. 

En effet, La production d'un pepade à act i~l té  opioïde, le p-lactorphin (102-109, a été 

obtenu suite à l'hydrolyse in r7tm de la P-lg à l'aide de la trypsine et  de la pepsine 

(Korhonen et ai., 1998). De même, suite à l'hydrolyse crvpsique de la P-lg, M d d y  et al. 

(1 997) ont démontré l'activité antihypenensive du fragment 142-1 48. Ce peptide 

permertrait l'inhibition de l'angiotensine (ACE), une enzyme impliquée dans la régulation 

de la pression sanguine. L'acti~lté antihypenensive du fragment 78-80 de la P-lg a 

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

En raison de sa structure particulière, la P-lg possède la capacité de lier des acides gras et 

des composés aromatiques (de \Vit, 1989a; Korhonen et ai., 1998; Lubbers ec al., 1998). La 

liaison de ces molécules a la p l g  augmenterait sa stabilité thermique (Puyol et ai., 1994) et 

sa résistance à la dégradation enzymatique (Puy01 et al., 1993). Il a aussi été démontré que 

cenains composés sont en mesure d'interagir avec la P-lg et de contribuer à la stabilisacion 

de sa structure tridimensionnelle. Toutefois, la P-lg est absente du l i t  humain et elle est 

considérée comme I'aiiergène le plus important du lait de consommation (Schmidt et Poli, 

1991; Xakarnura et ai., 1993b; Ena et al., 1995; himutis, 1998). 



2.2.2 L'a-lactalbumine (a-la) 

L'a-lactalbumine (a-la)' seconde protéine en importance dans le lactosérum, est une 

protéine globulaire compacte relativement stable à la chaleur (Brew et Grobler, 1992; 

Creamer et SiacGibbon, 1996). Elle est constituée de 123 résidus d'acides aminés et 

possède un poids moléculaire de 14 200 da. II existe 2 ranants génétiques (A er B) de l'a-la 

qui diffèrent dans leurs séquences en acides aminés par la subsatuaon du résidu .lRG,,, 

dans le variant B, par un résidu GLXi,, dans le variant A. De  plus, les séquences en acides 

aminés de l'a-la humaine et bovine sont homologues à 72% (Dibley, 1997). La structure 

secondaire de cette protéine est constituée de 26% d'hélice a, 14% de f e d e t  P et de 60% 

de structure désordonnée (Creamer et al., 1983). 11 s'agit d'une metdoprotéine qui conaent 

un atome de calcium et dont la structure est stabilisée par la présence de 4 ponts disulhires. 

Cette protéine intervient principalement à titre de cofacteur dans la biosynthèse du lactose, 

à pamr du gaiactose et du glucose (de Wit, 1989a; Brew et Grobler, 1992; Creamer et 

LhcGibbon, 1996; de Kït, 1998). 

2.3 La stabilité thermique des protéines du lactosérum 

Les traitements thermiques affectent la smicture des protéines de façon réversible ou 

irréversible. La réversibilité de la dénaturation est dictée par la séquence des acides aminés, 

I'Ctar natif de la protéine et son environnement chimique tels le pH, la concentration en 

protéines et la force ionique (Kinseiia, 1984). Selon de \Kt (1998), la dénaturation des 

proréines du lactosérum se fair en deux étapes: premièrement, o n  assiste au déplissement 

de la structure tertiaire des protéines, qui peut être réversible ou non, suivie par la 

dénaturauon irréversible des protéines via l'agrégation des molécules. 

Les études menées sur la dénaturation thermique des protéines du lactosérum, et plus 

particulièrement de la P-lg, ont fait l'objet de nombreux travaus (Renard, 1994; Hoffmam, 

1997). E n  fait, la teneur élevée (>50°/o) en P-lg des protéines du lactosérum influence 

fortement la thennosensibilité et le comportement des ingrédients à base de protéines du 



lactosérum lors des traitements thermiques (de Kit  et Hontelez-Backx, 198 1; Kinseiia, 

1984). 

-4 des températures supérieures à 6O0C et à p H  8.0, la P-Ig subit une dénaturation 

irréversible (Evans, 1982; Hambiing et al., 1992; Galani et Ou-usu Apenten, 1996). -Au- 

dessus de cette température, on assiste au bris des ponts disulfures inuamoléculaires et à 

l'apparition de groupements thiols libres hautement réactifs. Ces groupements conduisenr à 

la pal!-mérisation de la P-lg et à la production d'agrégats insolubles (Lee et ai., 1992; Xiong, 

1992), via la formation de liens disuifures intermoléculaires (Evans, 1982; Crearner et 

IIacGibbon, 1996). Lors d'un chauffage (15 à 30 minutes) à 50-8j°C en milieu acide (pH 

4.3, la P-lg se présente sous forme dénaturée et insoluble. A ce pH, il y aurait coagulation 

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

protéines voisines. Par ailleurs, suite à un chauffage à 80°C à pH neutre (6.8-Tj), la P-lg 

serait partiellement dénaturée, sans agrégation ni perte de solubilité. II semble que pour ces 

valeurs de pH, le groupement chi01 soit démasqué et activé, provoquant ainsi un 

réarrangement des ponts disulfures intermoléculaires qui contribuent aiors à stabiliser la 

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

Dans le cas de l'a-lactalbumine, elle possède une température de dénaturaaon supérieure à 

celle de la P-lg, soit 75-80 OC. En raison de sa faible taille et de la présence de 4 ponts 

disulfures, l'a-la est dénaturée de façon réversible lonqu'elle est esposée à des 

températures autour de 62OC à pH 6.5; cette protéine retrouve donc sa conformation 

native après refroidissement (&sella, 1984; de Wît, l989a; Brew et Grobler, 1992). 

L'un des problèmes 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 (es.: sucrose, lactose), de 

polyols (es.: g l ~ é r o l )  et de sels (Ca'+, Na', Cl-) aurait pour effet de protéger les protéines, 

dont la P-lg, et d'augmenter leur stabilité à la chaleur (Evans, 1982; Hambhg et al., 1992; 

Jelen, 1992; Mangino, 1992; Creamer et MacGibbon, 1996). Dans le cas des sucres et des 



dcools, ils permettraient d'augmenter la strucrure de l'eau et de renforcer les interactions 

hydrophobes responsables de la conformauon des protéines (de Wit, 1989a; Iunseiia et al., 

1989). Les sels mintraux pour leur pan, augmenteraient la tempéranire de dénaturaaon des 

protéines du  lactosérum. En effet, Boye et ai (1993) ont démontré une augmentation de la 

température de dénaturation de ces protéines de 76,3OC à 82OC et 85,3OC, pour des 

concenrraaons en SaCl de O, 1 et 2 5 .  Les sels dissous auraient également un effet sur la 

rernpérature de dénaturation de la P-lg À pH constant, l'accroissement des teneurs en ions 

Ca'-, S a -  ou Cl- conduit à une augmentation de la température de dénaturation de la P-lg 

(Hanvalkar et .\fa, 1990); la conformation de cene protéine serair alors affectée par des 

in teractions éleccros taaques entre les groupements chargés. 

Enfin, des travaus réalisés par Barbeau et al. (1996) ont démontré que les fragments 41-60 

er 21-40 de la P-lg, isolés d'un hydrolysat tn-psique de protéines du lactosérum, permettent 

d'améliorer la stabilité thermique de cene protéine et ce, par voie d'interactions spécifiques 

[ionique ou hydrophobe). Selon ces auteurs, le caractère hydrophobe de ces peptides leur 

permettraient d'interagir avec le cœur hydrophobe de la P-lg, stabilisant ainsi la 

conformation de la protéine (Barbeau et al., 1996). 

2.4 Les propriétés fonctionnelles des protéines du lactosérum 

Les propriétés fonctionnelies des protéines se d é f ~ s s e n t  comme des propriétés, aunes que 

nurriuonneiIes, qui influencent les caractérisaques d'un système alimentaire et qui ont un 

impact sur sa structure, sa testure, son apparence, sa saveur ou sa viscosité (Morr et Ha, 

1993; Vojdani et Whitaker, 1994). En général, eues sont classées en deux groupes distincts: 

1) les propriétés d'hydratation telles la solubilité, la dispersibilité, la viscosité et la 

gélitication et 2) les propriétés de surface, incluant le moussage et I'émulsification. Ces 

propriétés sont dépendantes de la température, du pH et de h force ionique, de même que 

de la présence d'autres composés dans le milieu: protéines, Lipides, hyirocolioïdes, sucres, 

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



De façon générale, les protéines du lactosérum ont une bonne capacité de  rérention d'eau 

et sont solubles sur une gamme étendue de pH (2 à 10) (Cheftel e t  Lorient, 1982; Mangino, 

1992; SIorr et Ha, 1993). Selon de \Vit et al. (1986)' la solubilité est le facteur qui gouverne 

les autres propriétés fonctionneUes des protéines. Une protéine doit d'abord t u e  soluble 

dans un système alimentaire a i ?  d'interagir avec les autres molécules en soluuon. 

Toutefois, une solubilité totale des protéines n'est pas indispensable pour l'expression de 

leur toncaonnalité Plangino, 1992). Les travaux de Hermansson (1973) ont démontré que 

13 solubilité des protéines du  lactosérum était influencée par le pH  et la force ionique du 

mheu. Lorsque des sels sont ajoutés progressivement à une solution de lactosérum 

déminéralisé (>9O9'0), pour des valeurs de pH comprises encre 4.3 et 5.5, deus effets sont 

obsen-6s: premièrement, la solubilité des protéines augmente (salting-in) pour aneindre un 

maximum au delà duquel elle diminue (salting-out). Le phénomène de sakingin est 

généralement considéré comme une amélioracion nene de la solubilité des protéines, basée 

sur des interacaons élecuostatiques non spécifiques entre des protéines chargées et leur 

environnement (de W t ,  1989a). 

Les protéines du iactosénim sont reconnues pour leur aptitude à donner des solutions peu 

risqueuses et pour leur facilité à gélifier sous des conditions appropriées. La formation 

d'un gel de protéines sun-ient p ~ c i p a l e m e n t  en raison de I'augrnentaaon des interacaons 

protéine-protéine, au détriment des interactions protéine-solvant (eau) (Gault et Fauquanc, 

1992; SIangino, 1992; Robin e t  al., 1993; Mahmoud, 1994; Boye et al., 1995). Bien que le 

mécanisme de géiification n'est toujours pas élucidé, il est admis que ce processus se fait en 

deus étapes: la dénaturation (ou dépiissement) des protéines, puis l'agrégation (ou 

associacion) des molécules dénaturées (de i 1989a; Mangino, 1992) avec 

emprisonnement de molécules d'eau. 

La gélification des protéines du lactosérum s'observe généralement à des températures 

supérieures à 70°C. '4 ces températures, on assiste au déplissernent des protéines, à 

I'esposition de nombreus sites réactifs ec à la formation d'interactions intermoléculaires 

(hguilera, 1993). Lorsque des ponts disulfüres sont formés, les gels de protéines du 

lactosérum sont thermoirréversibles, alors qu'ils demeurent réversibles lorsque des Liaisons 



hydrogènes sont impliquées (Gault et Fauquant, 1992; Robin et al., 1993). Enfin, la 

gélification des protéines du lacrosémm peut ètre induite par divers moyens chimiques et 

physiques incluant les uairements thermiques, l'ajour de calcium, l'ajout d'acides ou 

d'autres agents déstabilisants, l'osydauon chimique et les traitements enzymatiques 

Qlangino, 1992; Ju et ai., 1997). 

Les proreines du lacrosénim sont également reconnues pour leur capacité à former des 

mousses et des émulsions. des concentrations relaavement 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; P W p s ,  1981; Norr et Ha, 1993). 

Cependant, la stabilité des mousses et des émulsions préparées avec ces protéines est 

généralement faible (I;insella, 1981; 1984; h s e l l a  et ai., 1989; de Wit, 1989a; Mangino, 

1 993; .\Iorr et Ha, 1993). D'autre part, Shimizu et ai. (1 98 1) ont démontré que les protéines 

d u  lactosérum adsorbées à la surface de globules de gras étaient hydrolysées plus fadement 

par des proréases que lorsqu'eiies se trouvent en solution; ces résultats indiquent donc que 

l'adsorption des protéines du lactosérum aux interfaces induit des changements de la 

conformation de ces protéines. 

2.5 La qualité nuvitio~eiie des protéines du lactosérum 

Selon Giese (1994), la qualité nutritionnelle d'une protéine est basée sur trois facreurs: (1) 

sa teneur en acides aminés essentiels, (2) sa digesabilité et (3) la biodisponibilité de ses 

acides aminés. En raison de leur reneur élevée en acides aminés essentiels, notamment la 

lysine, la leucine et la rhréonine, les protéines du lactosérum présentent une valeur 

nutritionnelle supérieure à celle des caséines ou des protéines d'origine végétale (Cheftel et 

Lorient, 1982; Hambraeus, 1992; Sw-am, 1995; de Wit, 1998). On note au Tableau 6 qu'à 

l'exception des acides aminés phénylalanine+q-rosine, les teneurs en acides aminés 

essentiels des protéines du lactosénun dépassent largement celles de la protéines de 

référence proposée par l'organisation mondiale de la FAO/WHO/LXLT (1985). Eues sont 

donc ualisées abondamment dans les produits ahentaires afm d'en rehausser la valeur 

nuui tive. 



Tableau 6: Composirion en acides aminés essentiels de la protéine de référence 

proposée par la FAO/WHO/UXC (1985) et de quelques protéines 

alimentaires'. 

Acides aminés 

lsoleucine 

Leucine 

Lysine 

 méthionine + 
Cystéine 

Phénylalanine 
+Tyrosine 

Thréonine 

Tryptophane 

Valine 

Total 

Protéines du Caséines Protéines Protéines FAO/WHO/ 
lactosérum de soya de blé UNU (1985) 

Tiré de Harnbraeus (1992); Damodaran (1996). 



Le Tableau 7 présente la valeur nutritive de quelques protéines alimentaires déterminée à 

l'aide des principales méthodes utilisées dans le domaine alimentaire: l'indice chimique (IC), 

le coefficient d'efficacité protéique (CEP), le ((protein digestibiliq- corrected amino acid 

score)) (PDC-CAS) et la valeur biologique (\'B). L'indice chimique est une méthode simple 

et rapide basée sur la comparaison de la composition en acides aminés essentiels de la 

protéine étudiée avec celie d'une protéine de référence de très grande qualité. Cet indice 

n'utilise que l'acide aminé Limitant pour prédire la qualité nutritive d'une protéine et  ne 

donne aucune informacion 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 ration contenant la protéine à l'étude. Dans le cas du 

PDCMS, il s'agit d'une nouvelle méthode qui tient compte non seulement de la 

comparaison de la composition en acides aminés essentiels de  la protéine à l'étude, mais 

aussi des besoins en protéines de l'organisme humain. Enfin, la valeur biologique est une 

méthode de bilan azoté basée sur la mesure de la quantité d'azote absorbé et excrété (urine. 

teces) suivant l'alimentation de rats en croissance à partir d'une ration contenant la protéine 

a l'étude. Au tableau 7, on  remarque que les protéines du lactosérum se classent au premier 

(IC, PDCrLIS, VB) ou au deuxième rang (CEP) en terme de qualité nutritive et ce, peu 

importe la méthode utilisée pour quantifier l e u  numûonnelie. 

En plus de leur valeur nutritive, les proréines du lacrosémm sont bénéfiques à la santé des 

individus et ce, sous plusieurs aspects. De nombreux travaus ont démontré une relation 

tcroite entre l'ingestion des protéines du lactosérum et I'amélioraaon de cenains états 

pathologiques. Par exemple, la richesse en calcium du lactosérum en fait un ingrédient de 

chois pour les individus souffrant d'ostéoporose (van Xloursel, 1997). Les protéines du 

lacrosémm sont aussi reconnues pour diminuer les concenuaùons plasmiques en 

cholestérol (Zhang et Beynen, 1993). En effet, les travaux de Tseng et al. (1990) ont 

démontré que chez le nourrisson, l'ingestion de formules lactées à base de protéines du 

lactosérum, plut6t qu'à base de caséines, permenait d'abaisser le taux plasmatique du 

cholestérol. 



Tableau 7: Comparaison de la valeur nutriave de quelques protéines alimentaires à 

partir de différents indices: indice chimique (IC), coefficient d'efficacité 

protéique (CEP), «pro tein digescibiliq- corrected amino acid score» 

(PDCMS) et valeur biologique fi%)[. 

Indices 
Protéines 

CEuf entier 

Blé (gluten) 

Caséines 

Lactosérum 
(concentré) 

Riz 

Soya (isolat) 

l Tiré de Damodaran (1996); Dibley (1997). 



Des propriétés immunologiques ont également été démontrées pour certaines 

composantes protéiques du lactosénim auto et Ogra, 1978; Watson, 1990; Barra et al., 

199 1; Wong er Watson, 1993). Par exemple, les immunoglobulines (Ig) bovines ont été 

reconnues pour être efficaces conne certains types d'entéropathies chez l'humain (Hilpert 

et al., 1 9 7 ;  Brüsso\r- et al., 1987; Hilpen et al., 1987; Tacket et al., 1988). Chez l'animai, 

l'effet protecteur des anticorps du lactosérum contre plusieurs ?Tes d'infections a aussi été 

démontré par plusieurs chercheurs (Bridger et Brown, 1981; Saif et al., 1983; Stichalek et 

al., 198'). L'effeer bénéfique des protéines du lactosérum chez des patients 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 à I'alimentaaon des paaents pour 

une durée de 3 mois, permettait d'augmenter progressivement leur poids corporel et de 

normaliser Le contenu en glutathion des cellules mononuclées chez ces patients. 

En raison de leur esceiiente qualité nutritionnelle et de leur nombreuses propriétés 

biologiques, les protéines du lactosérum sont donc un ingrédient de chok pour la 

formulation d'aliments fonctionnels et de produits nuuaceuuques. À I'heure actuelle, ces 

protéines sont avantageusement uciiisées dans les boissons nutritionneiles, incluant les 

formules lactées pour nourrissons, les préparations gériatriques, les boissons pour sportifs, 

les produits pour les individus sous régime amaignssanc, de méme que dans une vaste 

gamme d'aliments fortifiés et de produits (<santé». 

3. HYDROLYSE ENZYMATIQUE DES PROTEINES DU LACTOSÉRUM 

3.1 Hydrolyse enzymatique des protéines 

De nombreux procédés on t  été mis au point en rue d'améliorer la qualité nuuicionnelle 

(valeur nutritive, digestibilité, propriétés allergéniques) er les propriétés fonctionnelies des 

protéines et ce, afin d'augmenter leur urilisaaon à titre d'ingrédients alimentaires. Ces 

procédés incluent des modifications physiques, chimiques, enzymatiques et génériques et 

ont été revus par de  nombreux auteurs (Knseiia, 1976; Feeney et al., 1982; Fox et al., 1982; 

IünseUa et al., 1989; K a k i  et Li-Chan, 1989; LaWds et Viota, 1992; Grasset et Bovetto, 



1993; Vojdani et \Vhïtaker, 1994; Choben et al., 1996). Parmi ces procédés, l'hydrolyse 

enzymaaque est la méthode la mieux adaptée au domaine ahentaire.  E n  effet, 

contrairement à l'hydrolyse chimique, I'uàlisation d'enzymes permet de modifier les 

protéines dans des conditions réactionnelles douces, et ne cause pas de destruction ou de 

racémisauon des acides aminés; la qualité nurriüonneile de la protéine originale est donc 

maintenue (Stanley, 1981; Adler-Kissen, 1986a; Visser et al., 1993; Yeom et al., 1994). De 

plus, cette méthode permet de Limiter la formation de produits secondaires dans le produit 

et de contrôler le degé  d'hydrolyse des protéines de même que la taille des molécules 

libérées et ce, par un chois judicieus de la spécificité de l'enzyme et  des conditions 

expérimentales (ratio enzyme:subscrat, pH, température, force ionique, etc.). 

L'orientation d'un hydrolysat enzymatique de protéines vers des ucilisa~ons alimentaires ou 

nurritionnelles spécifiques repose sur son procédé de fabrication et sur certaines de ses 

caractéristiques (Mahmoud, 1994). Par exemple, les hydrolysats possédant un degré 

d'hydrolyse faible (DH 3-5O/o) ou de d e u r  intermédiaire (DH 10- ljO/o) sont généralement 

utilisés pour leurs propriétés fonctionnelles ou dans certaines formules diététiques et 

suppléments alimentaires. Ceux dont le degré d'hydrolyse est plus élevé (DH >20°/0) sont 

plutôt uolisés dans les formules hypodergéniques et dans les produits destinés à 

I'ahmentauon parentérale (Swam, 1995). 

De façon générale, l'hydrolyse enzymatique des protéines est obtenue a l'aide de protéases. 

Ces enzymes catalysent le bris des liens peptidiques de la protéine selon des sites 

spécifiques à leur acüvité et conduisent à la libération de peptides et d'acides aminés en 

proponions variables (Adler-Nissen, 1986a). Selon Panyam et Man. (1996), le bris des 

liens pepadiques mène à trois modifications majeures ayant un impact sur la fonctionnalité 

des protéines: (1) I'augmentation du nombre de groupements ionisables WH,+, COO-), ce 

qui augmente l'hydrophilicité et la charge nette des molécules @fahmoud, 1994), (2) la 

diminution du poids moléculaire des chaînes peptidiques pouvant réduire I'aiiergénicité des 

protéines et (3) l'exposition des régions hydrophobes, initialement enfouies à l'intérieur de 

la protéine, suite à Ia modification de sa conformation. 



Lors de I'hydrolyse enzrmaaque d'une protéine, le conuc3le des conditions d'hydrolyse est 

important pour l'oprirnisation de la réacaon et I'obtention de produits possédant les 

caractéristiques souhaitées (Adler-Sissen, 1986a; SIahmoud, 1994). L'efficacité d'une 

réaccon enzymatique dépend de nombreux facteurs, dont la spécificité de l'enzyme pour 

son substrat. la nature du subsuat et son état natif ou dénaturé, le pH, la température, le 

rîuo enzyme:substrar et la force ionique du milieu. Lorsqu'une enzyme est maintenue dans 

des conditions physico-chimiques idéaies, son activité est optimisée. Pour maintenir 

l'acuvité optimale d'une enzyme, il faut également éviter les températures et les valeurs de 

pH esuêmes, la présence d'inhibiteurs et la créaaon d'interfaces (air/eau, huile/eau, 

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

La Figure 3 présente le procédé indusuiel pour la fabrication d'un hydrolysar enzymaaque 

de protéines. De façon générale, l'hydrolyse d'une protéine implique sa mise en solution, 

l'ajustement des conditions du  milieu (T', pH, etc.) et la retenue du mélange dans une cuve 

thermostarée pour la durée de la réaction d'hydrolyse (1 à 24 heures). Selon la protéine e t  

l'enzyme utilisées, ainsi que de I'utiiisation envisagée, certains traitements sont parfois 

appiiqués au mélange protéique en amont ou en a d  de la réaction d'hydrolyse. Par 

esemple, la réaction d'hydrolyse peut èue accélérée par le traitement thermique préalable 

d'une protéine native, peu susceptible a I'action d'une enzyme particulière. De plus, la 

composition d'un hydrolysat protéique, en terme de poids moléculaire de ces composantes 

peptidiques, peut èue ajustée par uiuafdtration du mélange hydrolysé afin de  répondre à 

des esigences parriculières (es.: application nutritionnelle). 

La mise au point d'un procédé industriel pour la préparation d'un hycirolysat enzymatique 

de protéines nécessite donc un ce& nombre de choix: 1) la sélection du substrat 

protéique et si nécessaire, un pré-traitement pour modifier la protéine; 2) la sélection des 

enzymes et des conditions d'hydrolyse; 3) la sélection d'un mode de contrôle de  la réaction 

d'hydrolyse; 4) la sélection d'un traitement d'inactivation ou d'éliminaaon des enzymes; 

5) la sélection d'un mode de séparation de I'hydrolysat si nécessaire; 6) la sélection d'un 

traitement pour améliorer certaines des caractéristiques de l'hydrolysat si nécessaire (ex.: 

désamérisation); 7 )  la sélection d'un mode de contrôle de  la qualité du produit Gni. 
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Figure 3: Représentation schématique du procédé de fabrication indusmede d'un 

hyàrolysat enzymatique de protéines. Adapté de Gauthiu (1996). 



Le coùt des enzmes est un critère très important pour la préparation d'un hydrolysat 

protéique à l'échelle industrielle et ce dernier est très variable selon la source enzymatique. 

Par esemple, le coût de la C h y n o q s i n e  bovine de la compagnie Novo Kordisk A/S 

(Bagsvaerd, Denmark) est de 1 168S/kg, alors que celui de I'.ilcalase, une protéase d'origine 

bactérienne dérivée de B a d h  bcirhenfonnir et provenant de la même compagnie, est de 

seuiement 3jS/kg. Cependant, cette préparation enzymatique étant moins pure, des ratios 

enzyme:substrat plus élevés doivent être utilisés. 

3.2 Caractérisation des hydrolysats enzymatiques de protéines 

En cours de procédé, la cinéuque d'hydrolyse d'une protéase peut êue suivie par 

différentes méthodes. La plus courante de ces méthodes est la technique du pH-stat 

proposée par hdler-Xissen (1977). Cette technique consiste à mesurer la quantité de base 

nécessaire pour maintenir constant le pH du miiieu réactionnel tout au long de l'hydrolyse. 

La mesure du degré d'hydrolyse par cette méthode est effectuée en miiieu neutre ou 

légèrement alcalin, où il v a dissociation des groupes aminés et libération de protons lors de 

l'hydrolyse d'un lien pepadique. Le degré d'hydrolyse (Di-i), défini comme le pourcentage 

de Liens pepuques hydrolysés par rapport au nombre total de ces liens dans la protéine, 

peut eue calculé à partir de l'équation suivante (Lh3er-Nissen, 1986a): 

où : B est Ia consommaUon de base (ml); N b  est la normalité de la base utilisée; a est le 

degré de dissociaâon des groupements aminés (1 /a= 1,2 dans le cas des protéines laitières); 

NP esr ia masse de protéines 0; h,,, est le nombre tord de liens pepaques dans le substrat 

(8'0 meq/kg pour les protéines du iacrosémm). 

Le suivi d'une réaction d'hydrolyse peut également être effectué par osmométrie, une 

méthode basée sur la baisse du point de congélation d'une solution. En cours de réaction, 

l'hydrolyse des Liens peptidiques d'une protéine mène à la libération de molécules 



additionnelles dans le milieu, laquelle se naduit par une baisse de  son point de congélation; 

certe d e u r  est alors utiiisée pour le caicui du degré d'hydrolyse selon l'équation suirance: 

où : AC est la baisse du point de congélaaon (mosmol); P est la concenuation en protéines 

(g11000 ml HzO); 1/0 est le facteur de calibrauon de I'osmomèrre (égal à 1,04); h,,, est le 

nombre rotal de Liens pepaques dans le substrat (8,O meq/kg pour les protéines du 

lactosérum). 

Le degré d'hydrolyse des protéines peut aussi éue déteminé à partir de t'augmentation du 

nombre de groupements aminés libres dans le milieu suite à l'hydrolyse des liens 

pepadiques et ce, par leur réaction arec des réacafs spécifiques aux amines primaires 

comme l'acide uiniuobenzènesulfonique (TNBS) et I'o-phrhaldialdehyde (OPA). La 

méthode TKBS est toutefois longue et fastidieuse en raison de l'étape de chauffage des 

échantillons et de leur protection conne la lumière. Dans le cas de la méthode OPA, elle 

est plus simple, plus rapide et moins variable que la méthode nTBS. II est a noter que ces 

méthodes sont rarement utilisées pour caractériser les hydrolrsats protéiques en cours de 

réaction. 

Cn autre indice couramment rapporte sur les fiches techniques des hydrolysats 

commerciaus est le ratio AN/TN. Ce ratio est une mesure de la teneur en azote a-aminé 

(-a) d'un échantillon, déterminée par un titrage à I'acide formique, divisée par sa teneur en 

azote total mi, mesurée par la méthode Kjeldahl, et esprimé en pourcentage. Le ratio 

AX/m n'est pas un degré d'hydrolyse et il ne peut être utiiisé en cours de réaction 

d'hydrolyse. Il se calcule de la façon suivante (Ader-Nissen, 1986a): 

( O h )  = Teneur en azote a-aminé x 100 
T N  Teneur en azote total 



Enfin, dans le cas des hydrolysats protéiques destinés à des applications nutritionnelles, ils 

sont aussi caractérisés en terme de profil du poids moléculaire de leurs composantes 

pepudiques. Par exemple, dans le cas des boissons pour spomfs, les peptides de  faibles 

poids moléculaires (GO00 da) sont recherchés pour leur absorption gasuo-intestinde 

facdtée (Rouanet et al., 1990; Ziegler et ai., 1990; Adachi et al., 1991; .\Loaon, 1992; 

Grasset et Boretto, 1993; Corcile. 1994) et leur teneur dans les hi-drolysats protéiques est 

une donnée qui apparait alors sur la fiche technique de ces produits. .\cmeiiement, l'analyse 

du profd de poids moléculaires des composantes d'un hydrolysat protéique se fait par 

chromatographie d'exclusion moléculaire à haute performance (HPSEC). Cette méthode 

de sépararion est basée sur les propriétés physiques des molécules (taille moléculaire) et 

non sur leurs propriétés chimiques comme pour la majorité des autres techniques 

chromatographiques. Toutefois, la chromatographie d'esdusion moléculaire est une 

méthode relaarement variable et donc les résultats sont influencés par la solubilité de 

l'hydrolrsat protéique dans la phase mobile unlisée pour l'analyse. II faut donc èue  prudent 

dans l'interprétation des résultats obtenus avec cene méthode et il faut éviter de comparer 

les profils de poids moléculaires de différents hydrolysats obrenus par des méthodes 

HPSEC dont Ies conditions d'éluaon sont différentes. 

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

protéines du lactosérum 

Dans le domaine alimentaire, I'hydrolvse enzymatique est mise P profit afin de modifier les 

propriétés foncaonneiles de la protéine originale telles la solubilité, la viscosité, les 

propriétés gélifiantes, moussantes et émulsifiantes (Adier-Nissen, 1986a; Vegarud et ai., 

1991; Mahmoud, 1994; Panyam et Iülara, 1996). Les changements de propriétés 

fonctionnelles obtenus suite à I'hydrolvse enzymaaque dépendent habituellement d u  degré 

d'hydrolyse des protéines et de la tade des molécules composant les hydrolysats 

protéiques. En  effet, il semble exister un degré d'hydrolyse optimal au-delà duquel 

l'amélioraaon des propriétés fonctionnelles d'une protéine n'est plus possible; notons que 

ce degré d'hydrolyse optimal n'est pas le même suivant l'enzyme uàlisée, la nature de  la 

protéine et Ia propriété fonctionnelle recherchée (Kmseiia et al., 1989). 



L'amélioration de la solubilité des protéines par hydrol~se enzymatique a été rapportée par 

de nombreus chercheurs (Schmidt et Poil, 1991; Turgeon et al., 1992; Visser et al., 1993; 

Lahl et Braun, 1991; Slaneq er Fiagerald, 1998; W u  et al., 1998). Cet effet serait dû à la 

réduction de la taiiie des molécules (Turgeon et al., 1992) et à l'appariaon de nouveaus 

groupements aminés et carbosfles sur ces molécules qui augmentent alors le caractère 

hi-drophile du mélange Qlahmoud, 1994; Panpn et Mara, 1996). La plus grande 

solubilité des hydrolysats au point isoélecuique des protéines permet notamment de les 

utiliser à plus forte concenuaaon dans les boissons aus fruits à pH acide; cet effet permet 

Cplement d'améliorer la stabilité thermique des protéines lors du traitement thermique 

(es.: pasteurisation) de cenains produits (Haque, 1993; FrQkjaer, 1994; Mahmoud, 1994). 

Les hydrolysats protéiques donnent habituellement des solutions moins visqueuses que 

celles a base de protéines inractes et ce, en raison de la réduction de la taiiie des molécules. 

Pour la même raison, on assiste généralement à la perte des propriétés gélifiantes d'une 

protéine suite a son hydrolyse @[ahmoud, 1994; Panyn et Mars, 1996). En fait, une des 

propriétés uniques des hydrolysats protéiques est leur faible aptitude P la gélificaaon 

thermique, permettant ainsi de les utiliser à plus forte concentraâon dans certains produits 

alimentaires. Toutefois, de nombreux travaux sur l'hydrolyse enzymaaque des protéines du 

l ac tosé~rn  ont démontré que certains hydrolysats présentent la capacité de former des gels 

(Chen et al., 1991; J u  et al., 1995; Otte et al., 1996a; 1 W6b; Ju  et al., 1997; Otte et al., 1997; 

J u e t  lulara, 1998). Par esemple, Ju  et al. (1995) ont démontré qu'une hydrolyse limitée des 

protéines du lactosénim pouvait influencer leur aptitude à la gélification thermique. Ces 

auteurs ont obsen-é que des hydrolysats de protéines du lactosérum préparés à l'aide de 

17,ilcalase, une endoprottase isolée de Bacii"~~ /ith~n~nnimir, formaient des gels à jO°C suite à 

leur mise en solution (3-12% protéines) à pH 7.0. Par contre, des hydrolysats préparés à 

l'aide de la Trypsine ou de la ~ e u u a s e @  (Ban/,$ subri/is) ne gélifiaient pas dans les mèmes 

conditions. La spécificité des protéases utiiisées pour la fabrication des hydrolysats serait 

teme. donc un facteur important dans h modification des propriétés géiifiantes d'une pro-" 



LYh!-droI>?se enzymatique des protéines est également uglisée en vue d'améliorer leurs 

propriétés moussantes et émulsifiantes (iregarud, 1991; Lahl et Braun, 1994; Vojdani er 

Khitaker, 1994; Turgeon et al., 1995; Lieske et Konrad, 1996; Singh et Dalgleish, 1998; U'u 

et al., 1998). En fait, l'hydrolyse des liens peptidiques d'une protéine mène à I'esposition 

d'acides aminés hydrophobes, initialement enfouis au sein de la proreine, ce qui augmente 

I'h~dro~hobicité des molécules et leur affinité pour les interfaces (Panyam et Mara, 1996). 

La structure des protéines étant moins tlesible que ceiie des pepades, ces derniers peuvent 

donc atteindre plus rapidement un équilibre à l'interface de globules de gras (Adler-xissen, 

l986a). 

Dans le cas des protéines du lactosérum, plusieurs uavaus ont démontré que leur hydrolrse 

enzymatique pouvait conduire à des propriérés émulsifiantes supérieures à ceiles des 

protéines natives (Jost et Xlonu, 1982; Choben et ai., 1988; Turgeon et al., 1991; 1992; 

Gauthier et al., 1993; Singh et Dalgleish, 1998). Par exemple, Singh et Daigleish (1998) ont 

démontré que des hvdrolysaa commerciaux de protéines du lactosérum Zedand 

l l i lk  Products) permettaient de stabiliser des émulsions de type huile/eau et ce, pour des 

produits donc les degrés d'hydrolyse variaient enue 10 et 20%. D'auue part, Turgeon et al. 

(1992) ont démontré que deus peptides issus de l'hydrolyse avpsique de In P-lg 

présenraient des propriétés interfaciales supérieures à celles de la protéine native. Ces 

pepüdes, correspondant aux fragments 21-40 et 41-60 de la P-lg, sont constitués de 20 

résidus d'acides aminés et leur séquence primaire se caractérise par une alternance de zones 

hydrophobes et hydrophiles le long de la chaîne peptidique. À pH 4.0, ces auteurs ont 

démontré que Ia vitesse d'adsorption à un interface air/eau d'une fraction contenant plus 

de 95% du fragment 41-60 était 12 fois supérieure à celle de la P-lg native. 

3.4 Effet de 17hy&olyse enzymatique sur les propriétés nutriaomeiies des 

protéines du lactosérum 

L'hydrolyse enzymatique des protéines alimentaires permet d'améiiorer leur digesabilité 

et/ou leur absorpaon gasao-intestinaie (Ziegler et al., 1990; Motions, 1992; Grasset et 



Bovetto, 1993 ; Cordle, 1994; Gonzaiez-Telio et ai., 1991; Schmidl et al., 1994; S w m ,  

1995). En effet, Adachi et al. (1991) ont démontré que les acides aminés sous forme 

pepudique étaient absorbés et assimilés plus rapidement par l'organisme que les protéines 

intactes ou les mélanges d'acides aminés libres. Pour ces raisons, les hydrolysats 

enz!-mauques de protéines sont utiiisés comme principale source d'azote dans plusieurs 

mélanges nutritionnels, de même que dans les formulations diétéaques destinées aus 

patients qui présentent des problèmes de malnutrition ou des désordres gastro-intestinaux 

(Frqkiaer, 1994; Gonzelez-Tello et al., 1994; Swaartz, 1995). 

D'autre part, l'hydrolyse enzymatique des protéines est une méthode utilisée pour réduire 

les risques d'allergies a u  protéines laitières, en particulier ceux associés à la P- 
lacroglobuline (Jost et al., 1987; Schmidt et Poli, 1991; Nakamura et al., 1993b; Visser et al., 

1993; Eca et al., 1995). En effet, les peptides ne présentent pas les mêmes propriétés 

biologiques et immunologiques que les protéines natives et de façon générale, on reconnaît 

que les peptides dont le poids moléculaire est inférieur a 2500 da ne sont pas immunogènes 

(Cordle, 1994). 

3.5 L'amertume des hydrolysats enzymatiques de protéines 

Le principal désavantage de l'hydrolyse enzymatique des protéines est la possibilité de 

générer des pepades amers, lesquels sont responsables des défauts de saveur rencontrés 

dans certains produits addiaonnés d'hydrolysats protéiques (Ma et al., 1983; Adler-\' L lissen, 

I986a; Pedersen, 1994; Yeom et al., 1994; Godfrey, 1996). 11 est i m p o m t  de préciser que 

les peptides amers ne sont pas des produits secondaires de la réaction, mais des produits 

normaux issus de  l'hydrolyse enzymatique des Liens peptidiques d'une protéine (Adler- 

Sissen, 1986a). Bien que le mécanisme de formauon de l'amertume ne soit toujours pas 

élucidé, de nombreux chercheurs ont démontré que l'amertume d'un peptide est 

dépendante de sa teneur en acides amliés hydrophobes (3Iatoba et Hata, 1972; Adler- 

Sissen, 1976; 1986; Yeom et ai., 1994; Isawa et ai., 1997a), surtout lorsque ces derniers 

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



peptide (Ishibashi, 1987). En  fait, plus le contenu en acides aminés hydrophobes d'une 

protéines est élevé, plus sa tendance à former des peptides amers est grande et ce, sans 

égard à sa séquence en acides amines (Matoba et Hata, 1972). 

Le Tableau 8 présente les valeurs d'hydrophobicité des acides aminés trouvés dans les 

protéines alimentaires. Dans une protéine globulaire intacce, la majorité des chaînes 

larirales hydrophobes des acides aminés sont masquées à l'intérieur de la suucnue 

potCique et  par conséquent, ne peuvent entrer en contact avec les papdes gustatives. Par 

conue, I'hvdrolrse d'une protéine mène à I'exposiaon des résidus hydrophobes qui peurent 

alors interagir avec les papilles gustatives, d'où la percepaon d'une saveur amère (Adler- 

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

De façon générde, les peptides amers contiennenr encre 3 et 15 acides aminés et se 

disringuent par la présence d'acides aminés hydrophobes tels la leucine, I'isoleucine, la 

proline, la valine, la phénylalanine, la tyrosine et le m p o p h a n e  (Pawlett et Bruce, 1996). La 

majorité des acides aminés hydrophobes ayant un goût amer, les peptides formés par ces 

acides aminés sont également amers (Roudot-hlgaron, 1996). Il a été démontré également 

que l'intensité de cette amertume était proportionnelle au nombre d'acides aminés 

h!-drophobes présents dans le peptides, de même qu'a la d e  des peptides. Sur la base de 

ces obseri-auons, S e y  (1979) a mis au point la règle du «Q-valuen afm de prédire la 

probabilité d'apparition de l'amertume dans un hydrolysat protéique. Cette règle utilise les 

valeurs calorifiques (A&) spécifiques à chacun des acides aminés (ïableau 8) pour calculer 

l'hydrophobicité globale d'un peptide. La valeur Q se d é f i t  comme la mesure de  

l'hydrophobiciré des pepades et correspond à la moyenne des énergies Libres de transfert 

(Ah ) de l'éthanol à l'eau, des acides aminés constituant le peptide (Adler-Nissen, 1986b). 

Elle se calcuie à l'aide de l'équation suivante: 



Tableau 8: Énergies libres de transfert (hydrophobicité) des chaines carbonées des 

acides aminés présents dans les protéines alimentaires'. 

Acides aminés 

Asparagine 

Glycine 

C ys téine/Cys tine 

Sérine 

Thréonine 

Histidine 

Aude aspartique 

Acide glutamique 

Arginine 

Aianine 

Méthionine 

Lysine 

V a h e  

Leucine 

Proline 

Phénylalanine 

Tyrosine 

Isoleucine 

T n p  tophane 

Tké de Ney (1979). 



Q est l'hydrop ho bicité moyenne (calorïes/mole) du peptide 

f est la somme de I'hydrophobicité relative (calories/mole) des résidus 

d'acides aminés du peptide, mesuré à E ° C  

n est le nombre de résidus d'acides aminés dans le pepcide 

Selon Sey  (1979)' ies peptides amers onr une valeur d'hydrophobicité moyenne supérieure 

3 1400 calories par mole (5,86 Li,), dors que les peptides non amers ont une valeur 

inférieure a 1300 calories par mole (5,W kJ). Cette théorie a toutefois été largement 

conuo\-erste, principaiement en raison de la surestimation de l'amertume des peptides à 

parur de la valeur Q (Adler-Sissen, 1986b). 

L'appariuon d'amertume dans les hydrolysars enzymatiques de protéines a été étudiée par 

de nombreus auteurs @la er ai., 1983; Adler-Nissen, 1986b; Visser et ai., 1993; Yeom et al., 

1994; Ge et Zhang, 1996; Lovsin-Kukman et al., 1996, Isawa et al., 1997a; 1997b; 

SIcDonnell et ai., 1997). Ces uavaus ont démonué, entre autres, que les caséines et les 

protéines de soya mènent très souvent à l'apparition d'amertume dans les produits issus de 

leur hydrolyse. De même, l'hydrolyse de la lactalbumine du lait donnera un produit au goût 

amer plus prononcé que celui obtenu par l'hydrolyse de l'ovalbumine de I'œuf et ce, en 

raison de son contenu élevé en acides aminés hydrophobes (Pedersen, 1994). Le Tableau 9 

prisente les niveaus d'hvdrophobicité de certaines protéines aiirnentaires, de même qu'une 

appréciation de l'amertume des produits obtenus suite à leur hydrolyse. 11 faut toutefois 

préciser qu'il est difficile de généraliser I'intensité de l'amerrume dans les hydrolysats 

protéiques en raison de l'influence de la source enzymatique, uàlisée pour la fabricaaon de 

I'hydrolysat, sur les caractéristiques sensorielles du produit final. En  effet, on recomait 

généralement que les proréases spécifiques à l'hydrolyse des acides aminés hydrophobes 

Limitent I'appariaon d'amemxme dans les hydrolysats protéiques (Godfrey, 1996). 

Enfin, l'amertume d'un hvdrolysat serait également liée au degré d'hydrolyse (DH) des 

protéines. À mesure que l'hydrolyse progresse, l'amertume d'un hydrolysat protéique 

augmente suivant l'esposiaon des acides aminés hydrophobes présents dans les pepades de 



Tableau 9: Comparaison des niveau d'hydrophobicité ('Io) de certaines protéines 

alimentaires et de I'amenume de leurs hydrolysats enzyrnaaquesl. 

Protéines Hydrop ho bicité Amertume de 
(%) I'hydrolysat 

Total Ue+Phe 
+Pro+Trp 

Blé (gluten) 46.5 54 

Caséines 57.0 42 + 

Gélatine 46.5 7 -  
, 3  

Lactosérum 58.5 32 + 

Poisson 47.7 32 

Soya 41.4 40 f 

44.0 33 Viande 



faibles poids moléculaires, d'où la percepaon d'une saveur amère de plus en plus intense. 

Par contre, à des valeurs de degré d'hydrolyse élevées, l'apparition de pepades de très 

peures cailles et d'acides aminés Libres mène à une diminution de l'amertume. Selon -1dler- 

Sissen  (1984), les peptides hvdrophobes sont significativement plus amers qu'un mélange 

des acides aminés Libres correspondants. Par conséquent, afin de restreindre I'appariaon de 

l'amertume dans les hydrolysats proréiques, il est important de limiter l'hydrolyse des 

protéines à des degrés d'h~droh-se faibles (<5O/o) ,  ou de poursuivre la réacaon jusqu'b des 

degrés d'hydrolyse mes élevés (hvdro-se complète). 

Gonzalez-Telio et al. (1991) ont étudié les profds de poids moléculaires d'hydrolysats de 

proréines du lactosérum en relaaon avec leur amertume. Ces auteurs ont démontré que la 

présence de peptides hydrophobes de faibles poids moléculaires (1 000-6000 da) était 

responsable d u  goût amer de ces hydrolysats. Selon ces auteurs, pour éviter l'apparition 

d'amertume dans une boisson nutritionnelle de type formule entérale, I'hydrolysat doit 

contenir des peptides dont les poids moléculaires sont inférieurs à 1000 da. Par contre, 

Lovsin-Kuhan (1996) ont obsen-é que les pepades hydrophobes responsables de 

I'amermrne dans des hydrolysats de protéines de soya, préparés à I'aide d'une proréase 

bactérienne (Banhz iichen~omix), 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 paramètre critique pour leur urilisation 

dans les aliments, de nombreuses méthodes de désamérisaaon ont été étudiées. Ces 

méthodes incluent: 1) la séparation sélective, 2) le « masquage », 3) les méthodes chimiques, 

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

1) La séparation sélective est obrenue soit à partir de charbon acaf, de matrice 

hydrophobe ou encore, par une extraction au solvant (souvent avec le 2-butanol). Dans le 

cas du charbon actif, il agit à titre d'adsorbant hydrophobe et se lie donc aux peptides et 

aus acides aminés hydrophobes responsables de I'amemime (Pedersen, 1994). De  façon 

générale, un traitement au charbon actif donne des résultats très satisfaisants mais il 



implique une étape supplémentaire dans le procédé de fabrication d'un hydrolysat (Ma et 

al., 1983; Adler-Xissen, 1984; 1986a). Ce type de traitement a été utilisé avec succès par 

Helbig et al (1980) et Ma et ai. (1983) pour la désamérisaüon d'hydrolysats de protéines 

laitières desùnés à la for~fication protéique de jus de fruits et de boissons douces. Khanna 

et Gupta (1996) ont également obsen-é une diminution significative de l'amertume d'un 

hydrolysat de caséines suite à son traitement sur charbon acaf (15% p/v). Cependant, des 

pertes d'azote protéique de l'ordre de 31°/o ont été mesurées, dues essentiellement à 

I'adsorpuon sélecare de certains acides aminés (TRP, PHE) par le charbon (Cogan et ai., 

1981); ce rraitement peur donc affecter la qualité nuukionneiie d'un hydrolysar protéique. 

Enfin, Lin et al. (1997) ont démontré l'efficacité de la résine Cia (octadecyl-silosane) pour 

la désamérisation d'hydrol!-sats enzymatiques de caséines. Toutefois, comme I'unlisaüon du 

charbon acûf, I'udisaaon d'une résine hydrophobe amène une étape supplémentaire dans 

le procédé de fabrication d'un hydrolysat et surtout, la chromatographie est une méthode 

coûteuse et dificile à implanter en industrie ahmentaire. 

2 )  L e  « masquage m. Certains composés ont été identifiés pour masquer la saveur amère 

des hydrolysats protéiques. Par exemple, l'addition de pol'phosphates, de gélatine ou  de 

91:-cine durant le procédé d'hydrolyse permet de masquer l'amertume des hydrolysats de 

caséines. Ce résultat est également obtenu avec la cyclodestrine en  raison de sa capacité à 

masquer les groupements hydrophobes des peptides amers. Les acides glutamique et 

aspartique peuvent aussi être uaiisés, mais ces derniers produisent une saveur acide dans le 

produit (Stanley 198 1 ; Lemieus et Simard, 1991; Pedersen 1994). Le principal désavantage 

de la méthode du « camouflage » réside dans la nécessité d'utiliser des quantités 

importantes de ces composés ce qui peut affecter la qualité nutritionnelle et fonctionnelle 

du produit final. 

3) Les méthodes chimiques. Pour réduire i'amertume des hydrolysats enzymatiques de 

protéines, Yeom et al. (2994) ont proposé I'acéylation de la lysine à l'aide du N-acetyl 

imidazole. Ce type de modification permet de réduire l'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 réaction enzymatique qui permet de  lier les 

acides aminés et les peptides issus d'une protéine préalablement hvdrolysée. Cene réacaon 

mène à la formacion d'une molécule de haut poids moléculaire, la plastéine, mais dont les 

propriétés sont différentes de celies de la protéine originale (Fos et al., 1982; \\Ti qtaker et 

Puigsen-er, 1982; Sakai et Li-Chan, 1989). La plasréine ainsi formée n'a plus aucune saveur 

particulière et cene réaction est très efficace pour réduire l'amertume des hydrolysats. 

Toutefois, sous cerraines condiuons, la réacaon de plasréine peut conduire à Ia formation 

de substances tosiques ce qui Limite son uùlisauon dans !e domaine alimentaire (Pedersen, 

19%; Lin et ai., 1997). 

5 )  Les méthodes enzymatiques. L'amertume étant Liée de près a la présence d'acides 

aminés hydrophobes à l'extrémité des peptides, de nombreuses tentatives ont été réalisées 

afin de réduire l'amertume des hydrolysan par l'ualisaaon d'exopeptidases. Parmi ces 

enzymes, on regroupe les aminopeptidases spécifiques à I'hydrolyse des acides aminés en 

posiuon N-terminale des chaines peptidiques, de même que les carbox-peptidases dont 

l'hydrolyse est spécifique a u  acides aminés en position C-terminale des peptides. Ces 

enzymes, inefficaces pour l'hydrolyse des protéines intactes, sont donc roujours utilisées 

après ou en combinaison avec une endoproréase (Pawlen et Bruce, 1996). 

C n résumé des résultats des travaux portant sur la désarnérisation d'h ydrolysats protéiques 

à l'aide d'esopepadases est présenté au Tableau 10. La majorité de ces travaux ont  étudiés 

la désamérisation d'hydrolysats de caséines laitières, ces derniers étant reconnus pour leur 

amermme prononcée. De façon générale, une diminution significaave de I'amernime de 

ces hydrolysats protéiques a été obtenue mais la majorité des enzymes utilisées dans ces 

travaus ne sont pas disponibles sur k marché, ce qui Limite leur intérèt pour des 

applications industrielles. Toutefois, plusieurs enzymes désamérisantes sont maintenant 

disponibles commercialement dont la ~ e b i t r a s e ~  DBPZO (Imperia1 Biotechnology), la 
N 

Flavorpro 192P (Biocaulysn), la corolasem 7093 (ROhm Tech), la ~ l a v o u r z y n e ~  (N0.iov0 

Sordisk) et 1'Enzeco tannase (Enzyme Development Corporation). U est donc possible, 





actuellement, d'envisager la désarnérisation des hydrolysats protéiques par voie 

enzymatique via I'ucilisaaon d'esopeptidases commerciales. 

4. BUT, HYPOTHÈSES ET OBJECTIFS 

Dans la revue de littérature, il a été démonué que le secteur des boissons non alcoolisées 

est acruellement le plus actif dans le domaine des aliments fonctionnels et des produits 

nuuaceutiques. En effet, les boissons sont un vecteur bien adapté à l'ajout de composantes 

nutritires et sont fort appréciées par les consommateurs en raison de leur variété e t  de la 

facilité à les ajouter i l'alirnentaaon. Parmi ces boissons, ceiies fomfiées en protéines visent 

un objectif nutricionne1 et sont d e s ~ é e s  à une clientèle dont les besoins en protéines sont 

Cleiés. La mise au point d'un jus de f h t s  enrichi en protéines du lactosérum permettrait 

donc la mise en marché d'une nouvelle boisson «nuuaceutique>~ à ion potenael 

commercial, destinée principalement a u  personnes âgées, a u  individus sous régime 

amaigrissant et aux sportifs. l'heure actuelle, l'utilisation des protéines du lactosérum 

dans les ius de fruits est toutefois limitée par des problèmes technologiques Liés à leur faible 

solubilité à forte concentration dans les milieux acides, de même qu'à leur instabilité 

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

D'autre part, il est reconnu que i'hydrolyse enzymatique, réalisée dans des conditions 

contrôlées, permet d'améliorer la solubilité des protéines du lactosérum et leur stabilité 

chermique. Ce traitement permet aussi d'améliorer la digestibilité des protéines e t  peut 

mener à la Libérauon de pepudes ( 6 0 0 0  da) dont I'assimilation par l'organisme est plus 

rapide. Le but de ce projet de  recherche était donc la mise au pohr d'un hydrolysar 

enzymatique de protéhes du lactosérum desthé à fa fortüication protéique d'un jus 

de h i t s  et ce, en vue de la fabti'cation d'une boisson unuuaceutiquew. 

Les hypothèses et les objectifs de ce projet ont été déunis à la lumière des résultats 

obtenus dans le cadre de travaux antérieurs, réalisés au cours du projet de maîtrise de 

Martin Roiland. Dans ces travaux, deux hydrolysats enzymatiques de protéines du 

lactosérum desanés à la forrificarion protéique d'un jus d'orange onr été mis au point à 



l'aide des enzymes ~nzeco%acterial protease II et Aicalase. Les conditions optimales 

d'h~drolyse enzymatique des protéines du lactosérum pour l'obtention de ces hydrolysats 

ont Cté sélectionnées selon les deus critères suivants: 1) la production d'une teneur élevée 

(>jOU'o) en peptides de faibles poids mo!éculaires (<5000 da), reconnus pour leur 

îssimiiauon rapide par I'organisme et 2) l'amélioration de la solubilité de ces protéines 

dans un jus d'orange suivant l'application d'un traitement thermique sévère (100°C/7 

min). Les résultats de ces uavaus ont permis de démontrer que l'utilisation des enzymes 

~ n t e c o  'bacterial protease II et Alcalase permettait d'obtenir des hydrolysats protéiques 

riches en peptides de faibles poids moléculaires (<5000 da), dont les teneurs étaient 

respectivement de 55% et 93%. De pius, additionnés à un jus d'orange selon une cote 

protéique de 20, ces deux ingrédients protéiques demeuraient solubles à plus de 70°/o 

suivant I'applicaaon d'un traitement thermique sévère (100°C/7 min). Par conue, 

l'hydrolysat obtenu à I'aide de l'Enzeco2bacterial protease II conférait au jus d'orange une 

coloration blanchâtre inacceptable, avec l'apparition d'un dépôt dans le produit en cours 

d'entreposage; la solubilité (-7O0/0) de cet hydrolysat protéique dans le jus d'orange était 

donc insuffisante pour envisager la fabrication d'un jus fortifié (cote protéique de 20) en 

protéines hydrolysées. Dans le cas de I'hydrol!*sat préparé avec I'hlcaiase, le principal 

problème observé avec cet ingrédient était l'amertume très prononcée qu'il conférait au JUS 

d'orange. C'est donc en vue de résoudre les problèmes rencontrés avec ces deus 

hydrolysats enzymatiques que les hypothèses suivantes ont été définies: 

L'utili'saabn de 19ulmHmaaon, en remplacement du 

vairement thennique d'haca'vatrun des enzymes, pemiettra 

d'kméliorer la solubilité et la stabiCI'té themuque des 

hydrolysats protéiques dans un jus de M t s  sui'vant sa 

pastemsation (8d°C/17 sec), tout en augmentant leur teneur 

en peptides de fu'bles poids moléculaires (c5000 da). 



L'ajout d'une exo&dase pour I'hydolyse des proréhes du 

lactosérum à l'aide de I'AIEaase permettra de diminuer 

l'amemune de cet hy&olysatprotéigue. 

Afin de vérifier ces hvpothèses et rencontrer le but de ce projet de recherche, les objectifs 

suivants ont été définis: 

Évaluer IWet de l'ultraa(varion, u<ialée pour stopper la réaction d%y&o&se, 

sur le prohl peptidi'que des hydmlysats de protWlrs du lactosérum et les 

caractérï'stiques pbysico-chllniques (sofubi(iré, w b i ' r é ,  vl'scosité et stabilr'ré 

rhemque) de jus d'oruige additirnés de ces hydrolysats. 

Évaluer l'efficacité d'un tliuiement enzymatique, à Pude d'une exopepidase, 

pour la désaménsarion d'un hyàkofysar de protéines du lactosérum pripué a 

l'aide de l'Alcd'se. 

prochain chapitre du mémoire (chapiue II) est consacré à la présentaaon des 

expérimentations réalisées et des résultats obtenus dans le cadre de ce projet de recherche. 

Pour accélérer la publication des travaux, ce chapiue a été rédigé sous la forme d'un azticle 

scienafique. Le mémoire se termine par une condusion générale où sont résumés les 

principaux résultats obtenus dans le cadre de ce u a v d  et où sont exposées des 

perspectives d'avenir dans ce domaine de recherche. ii est à noter que les références citées 

dans le chapitre II se retrouvent dans la section «Bibliographie générale). présentée à la 

toute fin du mémoire. 



CHAPITRE II 

AMÉLIORATION DES PROPRIÉTÉS PHYSICO-CHIMIQUES 

E T  ORGANOLEPTIQUES D'HYDROLYSATS ENZYMATIQUES 

DE PROTEINES DU LACTOSÉRUM DESTINÉS À LA 

FORTIFICATION PROTÉIQUE D'UN JUS D'ORANGE 



Le but de cette étude était la mise au point d'hydrolysats enzymatiques de protéines du 

lactosérum desanés à la fortification protéique d'un jus d'orange. L'hydrolyse d'un isolat de 

protéines du lactosérum (l3ipro9 a donc été réalisée à l'aide de L'enzyme ~nzeco~bacterial 

protease II ou d'une combinaison des enzymes acalase et Fhvourzyme. Les réactions 

d'hydrolyse ont été stoppées par ultrafdtration pour la séparation physique des enzymes, 

mais également pour enrichir les hydrolysats en peptides de faibles poids moléculaires 

(<j000 da), reconnus pour leur assimilation rapide par l'organisme. Les résultats de cette 

étude ont démontré que l'utilisaaon de ces enzymes permet d'obtenir des ingrédients 

hydrolysés qui présentent de nombreux avantages nutritionnels pour la fortification 

protéique des jus de fruits. En effet ces hydrolysats sont riches en protéines (86-89°/o) de 

bonne qualité nuuiai-e (CEP-3.2), pauvres (<l0/0) en lactose et en matière grasse, 

contiennent une teneur en cendres acceptable (59%) et une forte proportion (75-90%) de 

pepades de faibles poids moléculaires. De plus, addiaonnés à un jus d'orange selon une 

cote protéique de 20, les hydrolysan protéiques duafütrés présentent une solubilité de près 

de 100°/o suivant l'application d'un traitement de pasteurisation (86OC/17 sec), alors que la 

solubilité de ces hyirolysats protéiques préparés dans les mêmes conditions mais désactivés 

par traitement thermique est inférieure à 86%. Enfin, il a été démontré que l'ajout de 

Flavourzyme lors de I'hjdrolyse des protéines du lactosérum à l'aide de I'hlcaiase permet 

de réduire, de façon significative @c0.05), l'amertume de cet hydrolysat. 



2. INTRODUCTION 

Les aliments fonctionnels et les produits nurraceutiques se définissent comme des a h e n t s  

ou des ingrédients qui possèdent à la fois de bonnes propriétés nutriuonneiies et des effets 

bénéfiques pour la sanré des individus (Scephen, 1998). En raison de leur image positive, 

ces produits suscitent un inrérêr marqué chez le consommateur (Paquin et Gauthier, 1995; 

Hiiiiarn, 1998). h l'heure actuelle le marché des aliments fonctionnels e t  des produits 

nutraceuriques est en pleine croissance et d'ici 10 ans on  prévoit qu'il pourrait arteindre 300 

milliards de dollars LYS (Paquin et Gaurhier, 1995). Dans ce domaine, le secteur des 

boissons non alcoolisées est le plus actif (Paquin et Gauthier, 1993). Parmi ces boissons, 

celles fortifiées en proréines visent un objectif nutriuonnel et sont desanées à une clienrèle 

dont les besoins en protéines sont élevés tels les spomfs, les personnes âgées ou les 

individus sous régime amaigrissant (Burn, 1995). Pour l'industrie laiaère, la fortification 

protéique des boissons représente donc une voie de valorisation intéressanre pour le 

lactosérum de  fromagerie. 

--l ce jour, le lactosérum a été esploiré a des fuis nuuiaves dans les boissons alcoolisées 

comme le vin ou la bière, de même que dans les boissons sans alcool comme les jus 

aromatisés ou les boissons au yogourt (Sienkiew-cz et Riedel, 1990; Jelen, 1992). Dans ces 

boissons, le lactosérum est ajouté sous différentes formes selon les traitements appliqués 

au produit: lactosérum brure, déminéralisé ou déprotéiné, concentrés de protéines ou 

ingrédients hydrolysés (Jelen et  al., 1987; Sienkiewcz et Riedel, 1990; Jelen, 1992). E n  

raison de I'insrabilité des protéines du lactosérum lors des traitements thermiques, l'ajout 

de concentrés protéiques dans les boissons à des concenuations supérieures à 3'10 conduit 

cependant à la formaaon 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 I'ajout de 6.23 g de protéines de bonne qualité nutritive (CEP-3.2) dans une 

pomon de jus de 175 ml et ce, en autant que la teneur en protéines de l'ingrédient 

protéique soit supérieure à 90°/o. Dans un jus de  fruits, une concentraaon en protéines 

aussi élevée (-4O/0) peut donc mener à des problèmes de solubilité de ces protéines surtout 

après le traitement de pasteurisaaon appliqué à ce qpe de produit 



.%fin de résoudre les problèmes d'instabilité à la chaleur des protéines du lactosérum, 

l'hydrolyse enzymatique a été proposée (Haque, 1993; FrQkjaer, 1994; Mahmoud, 1994). 

Du  point de vue nutritionnel, l'hydrolyse enzymatique permet d'améliorer la digestibilité 

et/ ou  l'absorption gastro-intes~ale des pro téines (Code,  1 994; Gonzalez-Tello et al., 

1994; Swartz, 1995) via la libérauon de pepades de faibles poids moléculaires (<5000 da), 

reconnus pour leur assimilaaon rapide par l'organisme (Ziegler et ai., 1990; Adachx et al., 

1991 ; IIotion, 1992; Grasset et Bovetto, 1993; FrQkjaer, 1994). Par contre, l'hydrolyse 

enzymauque des protéines peut mener à la formation de pepades amers, lesquels sont 

responsables des défauts de saveur renconués dans certains produits addiaonnés 

d'hydrolysats protéiques (?da et al., 1983; Ader-Xissen, 1986a; Pedersen, 1994; Yeom et al., 

1994). Puisque les acides aminés hydrophobes situés a u  extrémités d'une chaîne 

peptidique seraient responsables de l'amertume d'un pepade (SIatoba et Hata, 1972; M e r -  

Sissen, 1976; Ishibashi et ai., 1987; 1988; Isawa et al., 1997a), de nombreus travaux ont 

suggért l'utilisation d'esopeptidases a h  de réduire l'amertume des hydrolysats protéiques 

 mets su et al., 1983; Umenu et Ichishima, 1988; Minagawa et al., 1989; Nakamura et  al., 

1993a; 1993b; Gobbetti et ai., 1995; Ge  et Zhang, 1996; Izawa et al., 1997a; 1997b; 

LIcDonneii et ai., 1997). 

Dans le cadre de navaux antérieurs (Rolland, 1999)' d e u  hydrolysats de protéines du 

lactosérum d e s ~ é s  à la fomfication protéique d'un jus d'orange ont été préparés a l'aide 

de deus enzymes d'origine bactérienne, soit 1'~nzeco'bacterial protease II (Ba~/hu szibt ih)  

et 17;Ucalase (Ban'fi'z~i hchen'miz). Ces ingrédients protéiques étaient riches (>65?h) en 

peptides de faibles poids molécdaires (c3000 da) et demeuraient solubles à plus de 70% 

dans un jus d'orange (cote protéique de 20) suivant l'application d'un traitement thermique 

sévère (100°C/7 min). Par contre, les résultats de ces travaux ont révélé certains 

problèmes, notamment au niveau de l'apparence et de la saveur des jus fortifiés en ces 

hydrolysats. En effet, les jus additionnes de l'hydrolysat prépare avec l'~nzeco@bacterial 

protease II présentaient une coloration blanchâtre inacceptable alors que ceux enrichis avec 

I'hydrolysat préparé à partir de I'hlcaiase offraient une saveur mère  très prononcée. 



Le but de la présente émde était donc de rneme au point un hydrolysar enzymatique de 

protéines du lactosérum desané à la fortification protéique d'un jus d'orange qui soir 

facilement assimilable par I'organisme, qui résiste au traitement de pasteurisation du jus et 

qui offre des qualités organoleptiques acceptables et ce, e n  n e  de la préparation d'une 

boisson mutraceuaqus~. 



3.1 Matériel 

L'isolat de protéines du lactosérum (E3iproD, 93.6 '/O p/p protéine) a été obtenu de la 

compagnie Davisco Foods International Inc. (Le Sueur, Mn). La protéase ~nzeco" neutral 

bacteriai II, une préparation enq-matique commerciale issue de B u d h  rul>t& provenait de 

la compagnie EDC meu--York, SY). LYiUcalase 2.4 L et la Flavourzpne, dérivées 

respectirement de B ~ ~ I I I I  /ichen+vmir et de -e@'//[z oryTae, ainsi que la C h p o q p s i n e  

(pancréas de boeuf, n-pe 8005) ont été obtenues chez Novo Nordisk A/S (Bagsvaerd, 

Denmark). La Debiuase DBP20, escraite de Lortorornrs /a& et de Apergih~ ogqae, 

provenait de la compagnie Imperial Biotechnologu (St-Louis, MO). L'hémoglobine, les 

immunoglobulines (150 000 Da), l'a-lactalbumine (14 000 Da), la P-lactoglobuline (36 000 

Da, dimère), l'insuline (2 331.6 Da), le kentsin (500.6 Da) et le N-formyl-MET-rU-A 

(248.3 Da) ont été obtenus de la compagnie Sigma Chernicals (St-Louis, MO). L'albumine 

(67 000 Da), I'ovalbumine (43 000 Da), le chymotqpsinogen A (25 000 Da) et la 

ribonucléase A (13 700 Da) provenaient de la compagnie Pharmacia (Bromma, Suède). Le 

jus d'orange sans pulpe utilisé dans cette étude était de marque OWISn" (A. Lassonde Inc., 

Québec, Canada); il a été acheté dans un supermarché local. Tous les aunes réactifs étaient 

de grade analnique. 

3.2 Dosage de l'activité enzymatique spécifique des enzymes 

L'activité enzvmatique spécifique des enzymes a été déterminée selon une modification de 

la méthode de Anson et Siïrsky (1932), utilisant l'hémoglobine à titre de substrat protéique. 

Cne solution d'hémoglobine a été préparée dans un tampon TRIS O J XI (pH 7,4), à une 

concenuauon de 2,5% @/v) pour ~ ' ~ n z e c o ~  bacterial protease II et de 33% @/v) pour 

I'Acaiase et la Flavourzyme. Dans des tubes maintenus à 37OC, 5 ml de la solution 

d'hémoglobine ont été ajoutés, suivi de I'addiaon de 1 ml de solution enzymatique. Ces 

solutions enzrmaaques ont été préparées dans l'eau déionisée à des concentraaons variant 



de 0,l à 0,5% pour 1'~nzeco" bacterial protease II et pour la Flavourzyrne. Dans le cas de 

I'hlcaiase, déjà à l'état liquide, des volumes variant de 0,l à 0,8 C(1 de La préparation 

enzymatique ont été ajoutés à la solution d'hémoglobine. Après 3 minutes de réaction pour 

1'~nzeco" bacterial protease II et IYAcalase, et 15 minutes pour la Flavourzyme, 10 ml 

d'une solution de TCAI (lOO/o p / 3  ont été ajoutés a u  tubes afin de stopper la réaction 

enq-maùque. Après l'agitation des cubes (vortes), les solutions ont écé fduées sur papier 

Khatman #1 et l'absorbante des filtrats a été mesurée à 280 n m  à l'aide d'un 

speccrophoroméue 8451,i Diode de Hewlen-Packard (Pdo Ato, CA). Les valeurs 

d'activité enzynatique spécifique mesurées pour 1'~nzeco' neunal bacterial protease II, 

l'Aiicalase et la Flavourzyme ont été calculées à 61, 557 et 58 unités par mg de protéines, 

respectivement; avec cette méthode, une unité d'enzyme correspond à une variation de la 

densité optique à 380 nrn de 0,001 par minute. 

3.3 Mise au point des conditions d'hydrolyse enzymatique de Pisoht de protéines 

du lactosérum 

Séiectim d'une enzyme désaménsanre 

Pour la désamérisation enzymatique de l'hydrolysat préparé à l'aide de I'rUcalase, l'isolat de 

protéines du lactosérum (13ipro@) a été hydrolysé en combinant I'hlcaiase à la Flavourzyme, 

à la Debiuase DBP20 ou à la chynoqpsine. Ces hydrolyses ont été réalisées dans des 

béchers d'une capacité de 800 ml, muni d'un contrôle de l'agitation (tige à pales) et de la 

température (bain-marie). En cours d'hydrolyse, le pH du milieu a été maintenu à 8'0 par 

l'ajour manuel d'un mélange de base (XaOH/KOH 1 hi; ratio 1 2 )  et ce, jusqu'à un degré 

d'hydrolyse (DH) de 4O/0 mesuré par la méthode pH-star (Adler-Nissen, 1977). Par la suite 

et jusqu'à la fin de la réaction, le degré d'hydrolyse des protéines a été mesuré par 

osmomérrie à l'aide d'un osmomètre (modèle 3300) de la compagnie Advanced 

Inscnirnents (Nonvood, A U ) .  Les condiaons d'hydrolyse urilisées pour ces essais ont été 

les suivantes: solution protéique à 18,7% @/p); volume réactionnel de 500 ml; tempéranue 

de 45 + 1°C; agitation à 100 rprn. L'hydrolyse du ~ i ~ r ~ @  a été réalisée avec un raao 



enz~me:substrat (ml enzyne:g protéine) de 125 pour I'iUcaIase, combinée à des ratios 

enq-me:substrat (g enzyme:g protéine) de 1 :3 ,  1 3 0  et 1200 pour les enzymes 

Flavourzyrne, Debiuase DBP'IO et Chymoq~s ine ,  respectivement. Ces trois enzymes, à 

l'état poudre, ont d'abord été solubilisées dans l'eau distillée (Flal-ourzyme, Debiuase 

DBPZO) ou dans du HC10,OOlN (chymoalpsine) a une concentration de G à 12.5% @/v) 

sr ce, afin de faciliter leur addition au mélange réactionnel. Selon la tendance i la 

gélificacion des hi-drolysats en cours de réaction, les hydrolyses ont été stoppées par 

I'application d'un traitement thermique (7j°C/10 min.) après 223, 250 et 300 minutes pour 

les enzymes Flavourzyme, Debitrase DBPZO et chynoq-psine, respectivement 

Sélection des condr'trons de désactivarioa des enymes en de réocrion 

--\fin de déterminer les conditions p, durée) du traitement thermique assurant 

I'inacavaaon complète des enzymes hlcalase et Flavourzyme a la fin de la réaction 

d'hydrolyse, I'isolat de protéines du lactosérum a été hydrolysé dans les mêmes conditions 

que celles décrites précédemment Toutefois, les réactions ont été stoppées après 30 

minutes, puis le pH des d e u s  réactionnels a été ajusté à 6,s à l'aide d'une solution d'acide 

citrique (25O0). L'inacrivaaon thermique des enzymes a alors été rûilisée dans une des 

condiaons suivantes: 8 j °C / j  min, 7j°C/10 min, 6j°C/15 min et 5j0C/20 min. Les 

solutions protéiques désacuvées ont ensuite été séparées en deux volumes égaux. Une 

portion du mélange p30) a rapidement été refroidi alors que la deuxième portion a été 

aiustee au pH initial de la réaction (8,0), puis placée à nouveau dans le bain-marie pour une 

durée d'hydrolyse additionnelle de 60 minutes (T30+60). Les deux portions du mélange ont 

été analysées pour leur teneur en protéines par la méthode Kjeldahi et leur raao hhi/lX. 



3.4 Préparation finale des hydrolysats enzymatiques 

L'hydrolyse enzymatique de l'isolat de protéines du lactosénun (Biproq par la protéase 

~ n z e c o ~  neuual bacteriai II a été réalisé dans un fermenteur Xew-Brunswick (Edison, SJ) 

d'une capacité de 20 L, muni d'un contrde automatique de la température (bain-marie) et 

de l'agitation (o'ge à palmes). En cours d'hydrolyse, le pH @,O) du mélange réactionnel a été 

maintenu constant par I'addiaon manuelle d'un mélange NaOH/KOH 2K (raao 1 2 )  

jusqu'à un degré d'hydrolyse de  4O/o, mesuré par la méthode pH-star (Adler-Sissen, 1977). 

Par la suite et jusqu'à la fin de l'hydrolyse, l'évolution de Ia réaction a été suivie à l'aide d'un 

osmomèue -1dvanced Insuurnents (modèle 3300). Les conditions d'hydrolyse utilisées 

pour cet essai ont été les suivantes: solution protéique à 1 8,Ï0/0 @/p); volume réacaomel 

de 14 L; température de 43 t 1°C; agitation à 200 rpm; ratio enzpe:substrar de 1323 (g 

enzyme:g protéine); solution enzymatique à 12% @ / \ y )  préparée dans du HC1 0.001 N. 

.Après 150 minutes de réaction, un échandon  (500 mi) a été prélevé et désacuvé 

thermiquement (7j°C/10 min.). La réaction a ensuite été stoppée par l'élimination de 

I'enzvme du milieu réactionnel à l'aide d'un système d'uluafdcration Amicon modèle 

DC 1 OL #3 15 (Danvers, AU), équipé d e  membranes de crpe fibres creuses (Rornicon 4PX3 

-10s) er possédant un seuil d'exclusion moléculaire de 30 kDa (Romicon Inc., Woburn, 

'\Li). &Afin de minimiser les pertes en protéines, le mélange a été diaflué par l'ajout de  16 L 

d'eau d i sdée ,  à raison de  4 L à la fois. Le perméat a été recuetlli, congelé puis Iyophilisé 

dors que le rétentat a subit un traitement thermique de désactivation des enzymes 

(7 j°C/ 10 min.) avant sa congélation et sa lyophilisaaon. 

HydroIysat obtenu a l'aide d'me cornbha'son des enzymes Alcalase et 

Fla vounyme 

L'hydrolyse de l'isolat de protéines du lactosérum (13ipro@) à l'aide des enzymes Acakse et 

Flarourzyne a été réalisée dans un bioréacteur (Bio-Expen, Qc) d'une capacité de 8 L, 



muni d'un conude automatique de la température (paroi chauffante) et de l'agitation (tige à 

palmes). En cours d'hydrolyse, le pH réactionnel a été maintenu à 8'0 par l'ajout manuel 

d'un mélange de NaOH/KOH 2 hi (raao 12)  jusqu'à une vaieur DH de 4%' mesurée par 

la méthode pH-stat (Adler-Nissen, 1977). Par la suite et jusqu'à la fin de i'hydrol-se, 

I'osmoméuie a été utilisée pour suivre l'évolution de la réaction. Les condiaons d'hydrolyse 

utilisées pour cet essais ont été les suivantes: soluaon protéique à 18,7% @/p); volume 

réactionnel de 6 L; température de 45 f 1°C; agitaaon a 100 rpm; raao enz>me:substrat de 

1:73 (mi enzyme:g protéine) pour I'hlcalase et de 1325 (g enzyme:g protéine) pour la 

Flarourzyme (solution à 16% p/v préparée dans l'eau distiilée). Après 180 minutes de 

réaction, un échandon (500 ml) a été prélevé et désactivé thermiquement (7S°C/I0 min.) 

alors que le reste du mélange a été ultrafiltré atm de stopper la réaction par la séparaaon 

physique des enzymes. Afin de réduire les risques de géiification en cours d'uluafluation et 

minimiser les pertes en protéines, le volume restant de I'hydrolysat a été dilué avec 12 kg  

d'eau d i sdée  (50°C) avant d'être uluafïiué à l'aide du système &con décrit 

précédemment. Le perméar a été recueilli, congelé puis séché par lophilisaaon alors que le 

rérenrat a d'abord été désactivé thermiquement (75OC/IO min.) avant sa congélaaon et sa 

Ivophilisauon. 

3.5 Caractérisation de Pisolat de protéines du lactosérum et des hydtolysats 

protéiques 

Mesure du degré d'hydrofyse des protéhes par h méthode pH-sfat 

La cinéaque d'hydrolyse des protéines a été mesurée par la méthode pH-stat (Ader-Nissen, 

1975)) qui consiste à mesurer la quantité de base nécessaire pour maintenir constant le pH 

du milieu réactionnel en cours de réaction. Avec cene méthode, le degré d'hydrolyse (DH) 

de 13 protéine est calculé à partir de l'équation suivante: 



oii: h est le nombre de Liens peptidiques coupés; hi,, est le nombre total de liens peptidiques 

dans le substrat (8 meq/kg pour les protéines du lactosérum); B est la consommation de 

base (mi); S b  est la normalité de la base ualisée; a est le degré de dissouaaon des 

groupements aminés ( l /a=l ,2  pour les protéines laitières) et A I P  représente la masse de 

protéines 0. 

lMesure du degré d'hydofyse des protéhes par osmornérrie 

La mesure du  degré d'hydrolyse des protéines a égaiement été réalisée par osmoméuie, une 

méthode basée sur la baisse du point de congélation d'une solution protéique suivant 

l'hydrolyse des protéines et la Libération de molécules a d d i a o ~ e ~ e s  dans le milieu. Avec 

cette méthode, le calcul du degré d'hydrolyse s'effectue à l'aide de i'équation suivante: 

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

du milieu (g/ 1000 ml H20); 1 /a est le facteur de calibraaon de l'osmomèue (égal à 1,01) et 

h,.,, est le nombre total de liens peptiques dans le substrat (8 meq/kg pour les protéines du 

lactosérum). 

Mesure du ratio AlV/ïîV 

Le ratio Al/TN représente la teneur en azote a-aminé (AIS) d'un échandon, déterminée 

par une tiuaaon a i'acide formique, divisée par sa teneur en azote total, mesurée par la 

méthode Kjeldahl, et exprimé en pourcentage. Le raao est calculé à pamr de 

l'équation suivante: 

Ai\cT ('?/O) = jeneur en azote a - a m i d  x 100 
teneur en azote total 



Analyses churu'ques 

Le contenu en protéines (K x 6.38) de l'isolat de protéines du lactosérum pipro? et des 

hydrolysats protéiques a été déterminé en dupiicata par la méthode Kjeldahl (FIL ?OB, 

1993) î l ' ide d'un appareil a digestion Büchi 130 et d'une unité de disdiauon Büchi 323 

(Brikmann Instruments, MT). La teneur en lactose a été évaluée en dupiicata par la 

méthode enzymaûque lactose/D-glucose (UV mechod, Boerhinger hrannhein, Germany) 

(FIL 79.1, 1989)' uulisant un specuophotomètre 8451'3 Diode Array de Heuden Packard 

(Pa10 Alto, CA). La teneur en lipides a été obtenue en triplicaca par une extraction à l'éther 

avec un appareil de F e  5Iojonnier (FIL IC, 1987). Les teneurs en solides totaux et en 

cendres ont été déterminées en duplicata selon la méthode 927.03,930.30 de I'AOAC 

(1990)' basée sur le chauffage de I'échandon dans un four à ride jusqu'a l'obtention d'un 

poids constant, suivi de I'incinéraaon de I'échandon. 

Dosage des &&aux pu dectrophorèse capflaire 

Le dosage des minéraux de l'isolat de protéines du lactosérum (Biproq et des hydrolysats 

protéiques a été réalisé à I'aide d'un système d'électrophorèse capillaire à haute performance 

modèle 3DCE de la compagnie Hewlen Packard (Waldbronn, Germany). Ce système était 

contrôlé à l'aide du logiciel HPChemStauon de Hewlen Packard (WiLningon, DE) 

permenant I'acquisiaon et le traitement des données. Un capillaire de silice fondue d'une 

longueur de 72 cm et d'un diamètre intérieur de 50 pm a été utilisé pour ces analyses. 

L'injection des échandons a été réalisée dans les condiaons suivantes: 23OC, mode 

hl-drodynamique, pression de 30 mbar, durée de 4 secondes, courant de 30 mV. La 

longueur d'onde de détection urilisée pour l'analrse des caaons (calcium, magnésium, 

sodium et poussium) était de 340 nm et celle des anions (phosphate, citrate, ctdonue et 

sulfate) était de 350 m. Les srandards utilisés pour cette méthode étaient les suivants: 

SaCl, MgCh, KCI, CaCO,, NaHzPO+ NalCfiHj07 et  hTa2S01. La phase mobile utilisée 

pour le dosage des anions était constituée d'un tampon IonPhor Anion PiCW, provenant de 

la compagnie Dionex Corporation (SunnyaIe, CA), alors qu'un tampon composé de 



sulfate de cuivre (1 mAQ, de 18 Crown-6 et d'acide formique (4 mXI) a été ualisé pour la 

séparation des cations. 

Mesure du pronl de poids mofeculaires des composantes protéiques par HPSEC 

Le profîî de distribuaon du poids moléculaire des composantes protéiques de l'isolat de 

protéines du hctosérum (l3ipro9 et des hydrolysats protéiques a été déterminé par 

chromatographie d'esclusion moléculaire à haute performance (HPSEC). Le système 

chromatopphique ualisé pour cette analyse provenait de la compagnie Waters ('rlilford, 

IL\) et comprenait un système de pompes (modèle IZGP), un détecteur LW/\TS à 

longueurs d'onde variables (modèle 486) et un injecteur manuel Rheodyne (modèle 7725, 

Corau, CA\). La séparaaon a été obtenue à l'aide d'une colonne BIOSEP SEC-S2000 (7.8 

id.  x 300 mm) de la compagnie Phenomenes florrance, CA), munie d'une pré-colonne 

BIOSEP 52000 GRD (7.8 i.d. x 75 mm) de la même compagnie. Les srandards de 

protéines et de pepades utilisés pour le calibrage de la méthode étaient les suivants: 

immunoglobulines (150 000 Da), albumine (67 000 Da), ovalbumine (13 000 Da), P- 
lactoglobuline (36 000 Da, dimère), chynotrypsinogen A (25 000 Da), ribonudéase A (13 

-00 Da), a-lactalbumine (14 000 Da), in suhe  A (2 531.6 Da), kentsin (500.6 Da). N- 

formyl-SIET-AL4 (243.3 Da). Lëlution a été faite en mode isocratique à un débit de 

lml/min et i température pièce. La phase mobile était consatuée d'un tampon phosphate 

de sodium (0.1M. pH 6.8). Les échandons ont été solubilisés dans la phase mobiie à une 

concentration de 0.8% @/v) sur une base protéique, puis fdtrés sur une membrane de 0.22 

pm (PVDF, Gelman) avant leur injection dans la colonne. La détection a été effectuke à 

214 nm et les données ont été recueillies et traitées a l'aide du logiciel chromacographique 

~ o l d "  Souveau de Beckman @lïssissauga, Canada). Les proas de poids moléculaire ont 

été obtenus suite à l'intégration des chromatogrammes. La surface totale de ceus-u a été 

séparée en quatre zones ( >IO 000, 10 000-5000,5000-2000 et <2000 Da) et chaque zone a 

été esprimée en pourcentage de la surface roule. 



3.6 Caractérisation des jus d90range additionnés de 19isolat de protéines du 

lactosérum e t  des hydrolysats protéiques 

Mesure de la solubiiité 

L'indice de solubilité de l'azote (NSI) de I'isolat de protéines du lactosérum (l3ipro? et des 

hydrolysats protéiques a été évalué selon la méthode NSI standard (OACS, Official 

methods BA 11-65, 1985). Des dispersions protéiques (lO'o p/r ,  base protéique) ont été 

préparées dans l'eau disciliée, puis le pH des solutions a été ajusté à 7,0 à l'aide de HCI ou 

de S a O H  0,l N. Les dispersions ont ensuite été agitées pendant 120 minutes, puis un 

échandon a été prélevé pour le dosage de l'azote totale (NT) par la méthode Kjeldahl (FIL 

-OB, 1993). Les dispersions ont été cenmhgées à 3000 g pendant 10 minutes à 22 k -OC, 

les surnageants ont été fdués sur papier \Vhaanan #1, puis les fimars ont été analysés pour 

leur reneur en azote soluble (NS) par la méthode Kjeldahl. La valeur NSI a été calculée à 

l'aide de l'équation suivante: 

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

La solubilité de l'isolat de protéines du lactosérum @ipro@) et des hyirolysats protéiques a 

également été évaluée dans une solution modèle et dans un jus d'orange suivant cenaines 

modifications au protocole espérimental. La solution modèle, reproduisant les conditions 

physico-chimiques d'un jus d'orange, a été préparée selon les direcaves de la compagnie A. 

Lassonde Inc. (Québec, Canada) et dans les conditions suivantes: eau distillée additionnée 

de 9.2% de sucre inverti, 4.8% d'une solution de p e c ~ e  (2% p/v) et 0.5% d'acide citrique 

(50°/o p/v). L'isolat de protéines du lactosérum et les hydrolysats protéiques ont donc été 

solubilisés dans cette soluaon modèle @H 2.6) ou dans le jus d'orange @H 3.8) à une 

concenuaaon de l0/0 @/v, base protéique), mais sans ajustement du pH à 7'0. Les 

dispersions protéiques ont ensuite été traitées comme décrit précédemment pour !a 

méthode NSI standard. 



Mesure de la rwbidr'té 

La turbidité de i'isolat de protéines du lactosérum (E!ipro7 et des hydrolysats protéiques a 

été mesurée dans la solution modèle selon quatre cotes protéiques: 16,20, 24 et 28. La cote 

protéique est définie comme la quantité de protéines (g) ajoutée à une portion de jus de 175 

ml mulapiiée par le Coefficient d'Efficacité Protéique (CEP) de la protéine; dans le cas des 

protéines du lactosérum, le CEP est égal à 3.2 (Dibley, 1997). Les solutions protéiques ont 

été agitées pendant 30 minutes, puis des mesures de uansrnittance ont été effecniées à une 

longueur d'onde de 610 n m  à I'aide d'un specuophotomène Diode Array (modèle 8451A) 

de la compagnie Heu-lett Packard (Palo Aito, CA). 

Mesure de la wscosité 

La viscosité de l'isolat de proréines du lactosérum (I3ipro@') et des hydroIysan protéiques a 

été mesurée dans la solution modèle et dans le jus d'orange selon les quatre cotes 

protéiques à l'étude: 16, 20, 24 et 28. Cette analyse a été réalisée à l'aide d'un riscosimètre 

Brookfield mode1 DV-II+ (Stoughton, 3M) muni d'une age LVl. Les solutions protéiques 

ont été maintenues sous agitaaon durant 30 minutes à 4°C avant la mesure de la viscosité; 

les lectures ont été effectuées après 60 secondes de rotation (100 rpm). 

Mesure de la stabilité them9ue 

La stabhté thermique de l'isolat de protéines du lactosérum (I3ipro@) et des hydrolysan 

protéiques a été évaluée dans la solution modèle et dans le jus d'orange sdon  les quatre 

cotes protéiques à l'étude: 16,20, 24 et 28. Les solutions protéiques (100 ml) ont été placées 

dans des bouteilles de verre (250 ml), lesquelles ont été immergées dans l'eau bouillante 

(1 00°C) durant 7 minutes. Par la suite, l'indice de solubilité de l'azote a été déterminé sur les 

solurions protéiques selon la méthode M I  modifiée (sans ajustement d u  pH à 7,O) et ce, 

afin d'évaluer la perce de solubilité des protéines suite au traitement thermique. 



La stabilité thermique des hrdrolvsats protéiques a également été évaluée avec la méthode 

KSI modifiée suivant une pasteunsarion (86 k Z0C/17 secondes) du jus d'orange 

additionné de chacun des hvdrolrsats selon une cote protéique de 20. Le traitement de 

pasreurisacion des jus fortifiés en protéines a été réalisé a I'aide d'un pasteurisateur à plaques 

( ~ p e  P2O-HB, S o  2235-1910) de la compagnie .ilfa-Laval (Suède). 

3.7 Évaluation sensorielle de l'amertume 

Afin d'évaluer l'efficacité de la Flavourzyme a désarnériser i'hydrolysat préparé à I'aide de 

I'Alcalase, une évaluation sensorielle de i'amertume a été réalisée. &si, I'amernrme des 

hydrolysats protéiques obtenus à I'aide de 1'Alcalase et d'une combinaison des enzymes 

;Ucalase et Flavourzyme a été évaluée a I'aide d'un test de comparaison par paire. Pour ce 

tesr, un panel de 27 juges a été s é l e c u o ~ é  sur la base de leur habileté à détecter les 

différences d'amertume lors d'un test de classement par rang, utilisant diffCrentes 

concenuaaons de l'hydrolysat Aicalase. L'évaluaaon sensorielle a eu lieu au Centre de 

Recherche er de Développement sur les Aliments de Saint-Hyacinthe (Québec, Canada), 

dans des cubicules indinduels sous lumière rouge. Pour les besoins d u  test, les deus 

hydrolysats protéiques ont été solubilisés dans l'eau distillée (1% p / 3  et des échuidons  de 

13 ml ont été présentés aux juges suivant la randomisation préétablie. Les juges devaient 

rincer leur bouche avec de I'eau potable avant la dégustacion, de même qu'entre chaque 

échantiilon, et devaient indiquer lequel des deux échanuiions présentés accusait la plus forte 

intensité de saveur amère. Les résulmts ont été analysés à I'aide du logiciel Cuqb~sen.se 5 de la 

compagnie Compusense (Ontario, Canada), en utdisant un niveau de probabilité du test (a) 

de 0.05 et ce, pour établir une différence significaare entre les deux hydrolysan protéiques. 



Dans le cadre de uavaus antérieurs (Rolland, 1999), deus hydrolysats enzvmatiques de 

protéines du lactosérum ont été mis au point pour la fortification protéique d'un jus 

d'orange. Les résultats de cette étude ont démontré que l'hydrolyse d'un isolat de protéines 

du lactosérum (I3ipro@) à l'aide des enzymes ~nzeco'bacterial prorease II et .ilcalase 

permettait d'obtenir des ingrédients protiiques fortement hydrolysés (XS/TX, 17-23%)' 

riches en protéines (88-93?/s), avec une teneur en cendres acceptable (-49'0) et contenant 

une forte proportion (5593%) de peptides de faibles poids molécdaires (<jOi)O da), 

lesquels sont reconnus pour leur assimilation rapide par l'organisme. Cette étude a 

toutefois révélé que l'ajout de ces deu hydrolysats protéiques à un jus d'orange causait 

certains problèmes. Dans le cas de I'hydrolysat préparé à parrir de 1'~nzeco~bacterial 

protease II, il a été démontré que suite au traitement thermique (100°C/7 min) des jus 

d'orange additionnés de cet hydrolysat selon des cotes protéiques variant de 16 à 28, 

l'apparence des jus érair modifiée, avec un changement important de la coloration et 

l'appariaon d'un dépôt blanchâtre inacceptable dans le produit Par contre, la saveur de cet 

hydrolysat était plutôt neutre et celle des jus d'orange enrichis (-4O/o protéines) à partir de 

cet hydrolysat demeurait très acceptable. Dans le cas de I'hydrolysat préparé à l'aide de 

l'enzyme .ilcalase, son évaluation dans le jus d'orange a démonué que cet ingrédient était 

rnieus adapté à la fortification protéique des jus de fruits. En effet, l'apparence des jus 

d'orange suite à l'application d'un traitement thermique sévère (100°C/7 min) était peu 

modifiée même après I'ajout de cet hydrolysat à forte concentration (cotes protéiques de 1G 

à 28); en fait, la coloration des jus était intacte et aucun précipité n'était visible dans le 

produit. La saveur des jus quant à elle, était fortement affectée par I'ajout de cet hydrolysat 

avec l'apparition d'une no te d'amertume très prononcée. 

Le but de la présente étude était donc d'améliorer les caracténsuques des deux hydrolysats 

protéiques mis au point dans le cadre de ces uat-aux antérieurs (Rolland, 1999) afin 

d'accroître leur potentiel pour la fortification protéique de jus de fruits. Les problèmes de 

saveur rencontrés avec I'hydrolysat obtenu à l'aide de I'rücalase, et les problèmes de 



solubilité observés dans les jus d'orange additionnés de I'hydrolysat préparé à partir de 

~'~nzeco'"bactenal protease II devaient donc êue résolus. La première étape de ce projet a 

donc été consacrée à la désamérisation enzymatique de I'hvdrolysar préparé a l'aide de 

I'.'ilcalase. Dans le cas du problème de solubilirt de l'hydrolysat fabriqué à parùr de 

l'~nzeco%bacteriai protease II, le traitement d'inactivation thermique des enzymes, 

appliqué à la fin de la réacaon enzymatique, a été remplacé par une étape d'uluafdtraùon. 

En fait, ia désacth-aaon thermique des enzymes mène a la formation d'agrégats protéiques 

dans le milieu, lesquels sont associés à 13 baisse de solubilité obscn-ée dans ce rype de 

~ r o d u i c  L'arrêt d'une réaction enzymatique via la séparation physique des enzymes par 

ultrafiltration pemer 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 préparation d'ingrédients hydrolysés destinés à des applications 

nutritionnelles. II est à noter que l'ultrafduation a aussi été appliquée dans le cas de 

I'hydrolysat désaménsé et ce, afm d'évaluer l'impact de ce procédé sur la solubilité de cet 

hydrolysat dans le jus d'orange et sur sa teneur en peptides de faibles poids moléculaires 

(~5000 da). 

Dans le but de désamériser par voie enzymatique i'hydrolrsat de protéifies du  lactosérum 

préparé a l'aide de I'Lilcalase, mois préparations enzymatiques commeruaies ont été 

sélectionnées: la Flavounyme, la Debiuase DBP20 et la Chynoq-psine. La Flavourzyme 

est un mélange d'endo et d'exoprotéases d'origine fongique (Arpe@iiw ory~ae), possédant 

une activité esopeptidasique prédominante mais dont la spécificité n'est pas précisée par le 

fabriquant. Cene enzyme est fortement conseillée pour réduire l'amertume des hydrolysats 

protéiques, en particulier ceux préparés à partir de I'Alcalase. Il est à noter que I'Ncaiase et 

la Flavourzyrne sonr toutes deux offertes par le même fabriquant, soit Novo Nordisk. La 

Debiuase DBPZO est un mélange d'aminopeptidases de sources microbiennes, dérivées de 

Lactococc~s et de ArpepIIu~ oTxae, dont l'hydrolyse est spécifique aux liens peptidiques 

composés d'acides aminés hydrophobes et de proline, avec une attaque en position N- 

terminale de la chaîne pepadique. Cene enzyme, offerte par la compagnie Imperia1 

Biotechnology, est proposée pour la désamérisaaon des hydrolysats de protéines du 



lacrosérum. Dans le cas de la Chymoq-psine, il s'agit d'une endoprotéase de source 

animale (pancréas de beuf), spécifique a l'hydrolyse des Liens pepadiques du côte carboq-k 

des acides aminés suivants: Phe, Trp, Tyr, Leu, Met et His. Cene enzyme est vendue par 

S o v o  Sordisk pour la préparation d7hydroIysats protéiques et non pour la désamérisation 

enzymatique de ces produits. Sous  avons aussi voulu vérifier si 13 combinaison de deus 

endoprotéases (rUcalase + Chymocq-psine) pour l'hydrolyse des protéines du lactosérum 

pouvait mener à la préparauon d'un hydrolysat moins amer que celui obtenu avec I'Aicalase 

seule er ce, en raison de la spécificité de la Chrmotq-psine envers les acides aminés 

hydrophobes qui sont associés a l'amertume (Natobe et Hata, 1972; Ader-Nissen, 1976; 

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

Les cinétiques d'hydrolyse de I'isolat de protéines du lactosérum @ipro? obtenues à l'aide 

de l'Lilcalase combinée a l'une des trois enzymes étudiées sont dusnées à la Figure 1. On 

remarque que les protéines du lacrosémm sont fortement hydrolysées par le mélange 

. i l ca lase /F la~~ourz~e ,  avec un degré d'hydrolyse @H) de près de 409'0 après 300 minutes 

de réacaon. Bien que la cinétique d'hydroiyse obtenue a rec  ce mélange accuse une légère 

baisse en début de réaction (30 min), la vitesse réactionnelle est par la suite quasi-constante 

jusqu'à la fin de la réaction. Dans le cas des mélanges Alcalase/Debitrase DBPîO et 

.Ucalase/Chvmo~~sine,  les cinétiques d'hydrolyse sont comparables. Cependant les 

valeurs DH obtenues en Ein de réaction (230-250 min) avec ces dewx mélanges sont 

beaucoup plus faibles (-2l0/0) que celie obtenue (DH -40%) avec le mélange Alcalase/ 

Flarourzyrne et ce, en raison d'une baisse plus importante de la cinétique dYhydrol!-se après 

30 minutes de réaction. 

Les symboles noirs sur le graphique (Figure 1) indiquent l'apparition d'un début de 

géiificaùon dans les mélanges réactionnels. Bien que l'hydrolyse enzymatique soit reconnue 

pour mener à une diminution des propriétés gélifiantes d'une protéine ('rIahmoud, 1994; 

P a n y  et Uara ,  1996), de  nombreux travaux sur l'hydrolyse enzymatique des protéines 

du lactosérum ont démontré l'aptitude à la gélification thermique de certains 
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Figure 1 : Comparaison des cinétiques d'hydrolyse de l'isolat de protéines du lactosérum 

(Bipro@) obtenues à l'aide de I'Alcalase, combinée à la Chyrnouypsine, à la 

Debitsase DBPZO ou à la Flavounyme. Les symboles noirs indiquent 

l'apparition d'un début de gélification dans Ic mélange réacaonnel. Les 
cinétiques d'hydrolyse ont été suivies par la méthode pH-scat jusqu'à un degré 
d'hydrolyse de 4OI0, puis par osmomëtrie jusqu'à la fin de l'hydrolyse. 



hydrolysats (Ju et ai., 1995; Otte e t  al., 1996a; 1996b; Ju  et Elara, 1998). À la Figure 1, on 

note que pour les hydrolyses obtenues à l'aide des crois mélanges enzymatiques, un début 

de gélification apparaît dans le mélange réactionnel après 120, 230 et 266 minutes de 

réaction pour la C hymo tn-psine, la Debiuase DBP20 et la Flavourz!-me, respectivement. 

Sur la base de sa forte capacité d'hydrolyse des protéines du lactosérum et de I'appariaon 

tardive de la gélificauon dans le milieu, la Flavourzyme a été sélectionnée pour I'hydrolyse 

de l'isolar de protéines du lactosérum en présence de I';\lcalase. D'autre pan, afin d'éviter 

l'apparition d'un début de gélification dans le melange réacaonnel, la durée d'hydrolyse à 

l'aide d u  mélange ;Ucalase/Flavourz~-me a été fixée à 280 minutes. 

Cne fois l'enzyme sélectionnée pour la désamérisation de I'hydrolysat préparé à l'aide de 

I'Acaiase, il faiiait déterminer les condiuons du traitement thermique permettant d'inactiver 

le mélange ;Ucalase/Flar-ourq-me en fin de réaction. Ce traitement thermique doit être 

suifisamment sévère pour assurer I'inactivauon complète des enqmes,  sans pour autant 

affecter la solubilité de I'hydrolysat final. D'autre part, les conditions de désactivation des 

enzymes sont variables et dépendantes de la stabilité des enzymes en fonction de la 

température, de la durée du traitement, du pH mais égaiement du  milieu environnent. 11 

faliair donc mesurer I'inactivauon des enzymes au pH de I'hydrolysat en fi de réaction. 

Dans noue étude, toutes les réactions étanr contrôlées par une combinaison des méthodes 

pH-star et osmométrie, le pH  des mélanges en h de réaction se situe autour de 6.3. Les 

traitements thermiques étudiés ont  donc été appliques à des mélanges réactionnels ajustés à 

pH 6.5. L'efficacité de quatre traitements thermiques pour l'inactivation du mélange 

rUcalase/Flavounyme a donc été comparée: 8 j °C / j  min, 7 j°C/ 10 min, G°C/ 15 min, 

55OC/ZO min. Ces traitements ont  été appliqués en fin de réaction, puis les mélanges ont 

été placés à nouveau dans les conditions optimales des enzymes pour une durée 

additionnelle de 60 minutes. Enfin, une mesure du ratio XiiS/TN a été réalisée 

immédiatement après I'applicaaon du traitement thermique, de même qu'après la durée 

d'hydrolyse addiaonnelie de 60 minutes. Lcs résultats obtenus dans le cadre de cette étude 

sont présentés au Tableau 1. En fait, le ratio AN/ThT permet de mesurer h teneur en azote 

=-aminé (,Yi\) d'une solution protéique e t  par conséquent, une augmentation de ce ratio 



Tableau 1 : Effet des conditions (T'/durée) du traitement thermique de désactivation 

des enzymes Alclcalase et Flavourzyne sur le ratio (O/O), mesuré après 

une hydrolyse de 30 minutes v30) et une durée d'hydrolyse additionnelle de 

60 minutes (T30+60). 

- - 

Échantillon 

Traitement thermique 

85°C / 5 minutes 

75°C / 10 r i u t e s  

65°C / 15 minutes 

55OC / 20 minutes 

T30: mélange réactionnel désactiré thenniquement après une hydtolyse de 30 minutes. 
= T30+60: mélange réactionnel désactivé (T30). puis placé à nout-eau dans les condiaons 

optimales d'hydrolyse des enzymes pour une durée additionnelle de 60 minutes. 



après I'inacavation thermique des enzymes indique la libération de groupements =-aminés 

et la présence d'enzymes actives dans le milieu. Ces résultats démontrent que les 

traitements thermiques de 5j°C/20 min et 6j°C/15 min sont insuffisants pour assurer 

I'inacuvaùon compléte des enzymes en t'in de réaction. En  effet, les ratios i \ N / m T  

mesurés dans les mélanges réactionnels désacuvés et placés à noureac dans les conditions 

optimales d'hvdrol~se des enzymes pour une durée additionnelle de GO minutes fl30+GO) 

sont supirieurs aux valeurs obtenues après 30 minutes de réaction (T30). Pour ces 

conditions de désacci\-ation thermique (5j°C/20 min, 63"C/15 min), une activité 

enzymatique résidueUe était donc présente dans le milieu. Par contre, les uaiternents 

thermiques de -jCC/10 min et 8joC/5 min assurent une inacavation complète des 

enzymes. Pour ces traitements, les ratios ,XX/TN mesurés après une durée d'hydrolyse 

additionnelle de 60 minutes dans les conditions optimales d'activité des enzymes sont 

inférieurs à ceus mesurés immédiatement après le chauffage des mélanges. Pour la 

désacul-aaon thermique du  mélange Alcalase/Flavourzvme, un traitement de 7j°C/10 min 

a donc été sélectionné. Dans le cas de ~'~nteco'bacterial protease II, ses conditions de 

désactivaaon thermique ont  été F~uées à Z°C/10 min, à partir d'une étude comparable 

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

Cne fois i'enzyne désamérisante sélectionnée (Flavourzyne) de même que les conditions 

de désacaracion du mélange Lilcaiase/Flavourzyme, deus hydrolysats ont  été préparés à 

partir de l'isolat de  protéines du lactosérum (i3iproq e t  à l'aide de l'enzyme 

~nzeco"bacteria1 protease II et du mélange Alcalase/Flavounyme. Les cinétiques 

d'hydrolyse du ~ i ~ r o @  obtenues à l'aide de ces enzymes sont illustrées à la Figure 2. On 

note que les cinétiques d'hydrolyse obtenues avec ces enzymes sont uès différentes. En 

effet, I'hydrolyse des protéines du lactosérum à I'aide de I'~nzeco"bacterial protease II est 

beaucoup plus lente que ceiie obtenue avec le mélange Alcalase/Flavounyme. Après 150 

minutes de réaction, une valeur DH de 20°/o est obtenue avec la première enzyme dors que 

cette vaieur est supérieure à 20% après 180 minutes de réacaon avec le mélange 

enzymatique. Cette différence dans la cinétique d'hydrolyse des protéines s'explique par 
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Figure 2 : Cinétiques d'hydrolyse de l'isolat de protéines du lactosé- @pro@) 

obtenues à l'aide de l'Emeco%acted protease II (EBP) et d'une 

combinaison des enzymes Alcaiase et Fiavouapne (W. Les cinétiques 
d'hydrolyse ont été suivies p u  la méthode pH-sat jusqu'à un degré 
d'hydrolyse de 4O/o, puis p u  osrnornétrie jusqu'à la h de l'hydrolyse ou les 
réactions ont été stoppées p u  dafiltration (UV. 



l'action synergique du mélange d'une eroproréase (Flat-ourqme) et 

(rUcalase), qui mène à l'hydrolyse d'un nombre plus important de Liens 

Les hydrolyses réalisées à I'aide de 1'~nzeco"bacteriaI protease 

-- . >  

d'une endopro téase 

peptidiques. 

II et du mélange 

;Ucalase/Flavourz~me et dont les cinériques sont illustrées à la Figure 1, ont été stoppées 

par ulrrafilrrauon (30 kda) des d e u x  réactionnels. Dans le cas de I'h!.drolyse avec le 

mtlange -Ucalase/Flarourzyme, une parue du mélange réactionnel a également été 

désacuvée par I'application du traitement thermique sélectionné (7SaC/Z0 min) et ce, afin 

de vérifier l'impact de ce uaîtemenc sur la solubilité des hydrolysats et leur teneur en 

pcpudss de faibles poids moléculaires. 

Lors de I'ultrafiiuaaon, les rendements en maaère sèche obtenus dans le cas des 

h!-drol ysats préparés avec 1'~nzeco~bacterial protease II et le mélange eqmacique 

(;Ucaiase/ Flavourzyme) ont été de 52 et jSO/o, respecavement. Ces rendements sont 

comparables a ceus obtenus (-60°/o), par Turgeon et Gauthier (1990) pour l'uiaatdtraaon 

d'hydrolysats cq-psique et ch~moqps ique  de protéines du lactosérum. L'ultrafdtration 

entraine donc des pertes en matières sèches de l'ordre de 40% lors du fractiomement des 

hydrolysats enzymatiques de protéines du lactosérum, ces dernières devant être considérées 

dans le coût de fabrication de I'ingrédient hydrolysé. Par contre, ces pertes en matières 

sèches pourraient être justifiées par une amélioraaon des caractéristiques des hydrolysats 

protéiques desanés à la fodication protéique des jus de fruits. Par adieurs, une étude 

pourrait être réalisée en tue  de découvrir des voies de valorisation des rétentats 

d'ultrafiltration inacavés. Pour évaluer les avantages de I'uitrafiluation, les hydrolysats ont 

donc été caractérisés en termes de composiaon chimique, teneur en minéraux, ratio 

;\S/TN et profd du poids moléculaire de leurs composantes protéiques. Les résultats de 

cette caractérisation sont présentés au Tableau 2. 

L'isolat de protéines du lactosénirn ( ~ i ~ r o q  uàlisé pour la fabrication des hydrolysats 

protéiques est un ingrédient riche en protéines (93.6%), contenant des traces (<lO/o) de 

lipides et de lactose et une très faible teneur en cendres (-Z0/o), principalement composée 



Tableau 2 : Composiüon chimique, ratio .XN/TN er profis de poids moléculaires des 

composantes protéiques de i'isolar de protéines du  lacrosémm (Bipro@) et 

des hydroiysars protéiques obtenus à I'aide de 19~nzeco%acterial protease II 

(EBP) et d'une combinaison des enzymes Ncalase et Flavourzyme (AF); les 

h!-dcolysats ~rotéiques ont été désactivés soit par traitement thermique 

0, soit par ultrafiltration WF). 

EBP - 'ITl 

1 Composantes (%) 

Protéines 

Lipides 

EBP - UF 
- 

AF-TT 

Lactose 

Cendres I 
- 

Minéraux (mg/g) 

K 

Na 

Ca 

M g  
P 

1 Profil de poids 
moléculaires (O/O) 

> 10000 da 

5000-10000 da 

I < 5000 da 

Les domees de cet hydrolysat protéique ont été tirées du mémoire de hiafln RoUand (1999). 



de sodium (5.7 mg/g). Après hydrolyse enzymatique, les teneurs en protéines des 

hydrol-sats varient d e  86.5 à 89.8%. Cene diminuaon d e  la teneur en protéines s'explique 

par une augmentation du contenu en cendres des hydrolysats, conséquence de l'ajustement 

du pH e n  début d'hydrolyse (DH de JOh) par l'ajout d'un mélange de bases 

(XaOH/KOH). L'ajout de ce mélange de  base esplique égaiement l'augmentation des 

teneurs en  potassium et en sodium dans les hydrolysats, qui s'élèvent alors 3. 9-1 1 mg/g et 

8-23 rng/g, respecuremenr. On  remarque également que les hydrolysats préparçs à partir 

du mClange ~;Ucalase/Flavourzyme contiennent des quanatés plus élevées de sodium que 

ceus préparés avec l'~nzeco@bacterial protease II; cette différence pourrait s'espliquer par 

la composiuon minérale des préparations enzymatiques. O n  note également que les teneurs 

en cendres des hydrolysars ulua€dués sont supérieures (5-gO/o) à celles des hydrolysats 

traités themiiquement (4-TO/o) en raison du passage des mineraus à travers les membranes 

d'uluafiltration et leur concentration dans le perméat. 

Dans le cas du ratio l'isolat de protéines du lactosérum (13ipro@) présente une 

valeur de 8.8%' ce qui représente la teneur en azote a-aminé libre dans le substrat de  

départ. Les valeurs iL';/TX obtenues pour les hydrolysats protéiques reflètent le degré 

d'hydrolyse atreint en fin de réaction (Figure 2). En effet, dans le cas de ~ '~nzeco~bac t e r i a l  

protease II, un ratio Alc:/m de 16.7% a été obtenu alors que dans le cas du mélange 

;Ucalase/Flavourzyme, l'hydrolyse plus poussée des protéines a conduit à un ratio h l /Th :  

plus élevé, soit 24.Z0/o. Les valeurs obtenues pour les hyàrolysats uluafdtrés sont 

supérieures à celles obtenues pour les hydrolysats désactivés thermiquement et ce, en  

raison du passage des pepades de faibles poids moléculaires qui contribue à augmenter la 

teneur en azote a-aminé des hydrolysats uluafdtrés. 

Le profil de distribution du poids molécuiaire des composantes protéiques des différents 

ingrédients réflète égaiement le degré d'hvdrolyse des protéines (Tableau 2). Dans le cas de 

l'isolat de protéines (13ipro@), les protéines sont intactes et sa teneur en composantes de  

poids moléculaires supérieurs à 10 000 da est de 98.6O/0. Süivant son hydrolyse à l'aide de 

1'~nzeco~bacterial protease II, on observe une dégradation importante des protéines 



(> 10000 da) en composantes de faibles poids moléculaires avec près de 55% de pepades 

de taille inférieure à 5000 da. Dans le cas de I'hydrolysat obtenu à l'aide du mélange 

-Ucalase/Fla~ourzyme, la proportion de peptides de peutes tailles est supérieure à ?O%, ce 

qui illusue la plus grande efficacité de ce mélange enzymatique pour l'hydrolyse des 

prorGincs du lacrosérum. De plus, pour cet hydrolysat (.IF-TT), une partie des peptides de 

poids moléculaires élevés (l-.8% de >lOOOO da) provient de la présence d'agrégats 

protéiques insolubles qui sont formés suite au trairement thermique appliqué pour la 

désactivation des enzymes (;S°C/10 min). En raison de leur présence, la solubilité des 

protéines dans la phase mobile (tampon phosphate) uriiisée pour les analyses de 

chromatographie (HPSEC) esr diminuée à 82%. Ce phénomène d'agrégaaon thermique 

n'est toujours pas élucidé, mais il se pourrait que la présence du groupement SH libre dans 

la structure de la P-lactoglobuline mène à la formation de ces agrégats. En effet, ce 

groupement SH est très réactif au pH de l'hydrolyse (pH 8.0) et à la température de 

désactivaaon des enzymes, soit 7j°C (Lee et al., 1992; Xiong, 1992). Dans le cas de 

I'hydrolysat obtenu à l'aide de 17~nzeco'"bacterial protease II (EBP-TT), il présente une 

solubilité de 100% dans la phase mobile. 

L'arrér de la réaction d'hydrolyse par uluafdtration permet d'éliminer les enzymes ec les 

protéines non hydrolysées, tout en évitant la formation d'agrégats protéiques. Par 

conséquent, en comparant les hydrolysats désactivés par traitement thermique avec ceux 

désactivés par ultrafdtration, on  remarque que la proportion de peptides d e  fiibles poids 

moléculaires (<3000 da) est supérieure dans les hydrolysats ultrafdtrés (-7590%). 

L'uluafltration est donc un procédé mes efficace pour enrichir les hydroiysan en pepades 

de faibles poids moléculaires. 

La seconde étape de ce projet consistait à évaluer le potentiel de ces hydrolysats pour la 

fortificaaon protéique d'un jus d'orange. E n  fair, dans le cas d'un jus de fruits à pH acide, 

l'ajout de protéines peut mener à des problèmes d'insolubilité de la source protéique. La 

solub~lité du substrat de départ et des hydrolysats protéiques a donc été évaluée 

suivant leur addition dans l'eau, dans une solution modèle et dans un jus d'orange. La 



Tableau 3 : Indice de solubilité 

modèle et dans le 

de l'azote P S I ,  %) mesuré 

-9 

dans l'eau, dans la solution 

jus d'orange additionnés de l'isolat de protéines du 

lactosérum pipro? et des hydroiysats procéiques obtenus à l'aide de 

1'~nzeco"bacterial protease II (EBP) er d'une combinaison des enzymes 

-ilcalase et Flavourzyme (-IF); les hydrolysats procéiques ont été désactivés 

soit par uaitement thermique Crr), soit par ultrafiltration (CF). 

I 

1 Échantillons 
1 
1 Miiieux 

Jus d'orange 
(pH 3.8) 

EBP - TT' EBP - UF 7- AF-TT AF-UF u 
Les données de cet hydrolysat protéique ont été tirées du mémoire de Llaf ln  Rolland (1999). 



soluuon modèle a été préparée dans l'eau disallée additionnée de sucre inverti (9.Z0/o), de  

pecune (4.8O/0) et d'acide citrique (O.jO/o), de façon à reproduire les condiaons 

phvsico-chimiques d'un jus de h i t s .  Le Tableau 3 présence les résultats obtenus pour la 

mesure de solubilité (méthode KSI) des différents ingrédients protéiques dans les trois 

milieus étudiés. 

Le ~ i ~ r o ~ ,  très soluble (98.g0/u) en solution aqueuse, perd un peu de solubilité (92.7%) 

dans La solution modèle à pH 2.6 alors que sa solubilitt dans le jus d'orange est la plus 

faible, soir -84%. Dans le cas de I'hydrolysat obtenu arec 1'~nzeco"bacterial protease II et 

désactivé par traitement thermique (EBP-TI'), sa solubilité dans L'eau (pH 7.0) est 

comparable à celle du ~ i ~ r o '  (99.8O;0), mais elle diminue de façon importante à pH acide, 

avec des raleurs d'environ 68% dans la solution modèle (pH 2.6) et dans le jus d'orange 

(pH 3.8). O n  remarque égaiement que suite à I'arrèt de la réaction par uiuafilnation (EBP- 

CF), la solubilité de  cet hydrolysat est grandement améliorée à pH acide, avec des valeurs 

se situant entre 91 et 99%. L'absence d'agrégats protéiques dans cet hydrolysat uluafiiué 

esplique probablement les valeurs plus élevées de solubilité obtenues dans la solution 

modèle et dans le jus d'orange. 

Dans le cas de I'hydrolysat obtenu à l'aide du mélange Alcaiase/Flavourz~me et désacavé 

par traitement themiquement (AF-TI), sa solubilité en soluuon aqueuse est plus faible 

(88.3%) que celie d u  ~ i ~ r o "  (99.8O/0), mais elle est peu influencée par les conditions du  

milieu. Sa solubilité varie de 93 à 94% qu'il soit addiaonné a la solution modèle ou au jus 

d'orange. L'écart observé dans la solubilité des deus hydrolysats protéiques s'explique 

probablement par leun profis pepadiques. En effet, les teneurs en peptides de poids 

molécuiaires élevés (> 10000 da) sont de 34.2 et de 19.3% pour 17hydrolysat EBP-TT et AF- 

TT, respectivement Fableau 2). La plus grande quanaté d'agrégats protéiques dans 

l 'hydr~l~sat  EBP-TT espiique probablement sa plus faible solubilité. Enfui, la solubilité de 

I'hydrolysat uiuafdtre AF-UF est comparable à ceile de  I'hydrolysat obtenu à l'aide de  

1'~nzeco"baccerial protease II (EBP-UF), soit près de 100% en solution aqueuse et dans la 

solution modèle, alors qu'elle est de 93% dans le jus d'orange. 



Dans le but d'évaluer l'impact de la solubilité des ingrédients protéiques sur l'apparence du 

produit, la turbidité de la soluàon modèle a été évaluée suivant l'ajout du substrat de départ 

et des hydrolysats selon différents n iveau d'incorporation, correspondant à des cotes 

proréiques de 16, 20, 24 et 28. La cote protéique se définie comme la quantité de protéines 

(g) ajourée à une portion de jus de 175 ml, multipliée par le coefficient d'efficacité 

protéique de la protéine (CEP); les protéines du lactosérum possèdent un CEP de 3.1 

(Dibley, 1997). Le Tableau 4 présente les résultats de cette analyse. À noter qu'en raison de 

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

Les résultars démontrent que les protéines du lactosérum à l'état natif (l3ipro? et les 

h!-droI!-sats désactives par traitement thermique (EBP-'IT et * -TT)  donnent des 

solutions opaques, avec des valeurs de nansmitrance à 610 n m  proches de O. Par contre, les 

h-drolysats ultratiltrés (EBP-CF et AF-CF) ne sont pas turbides et les valeurs de 

transmîtrance (-1.0) sont en accord avec la solubilité mesurée pour ces échantillons dans la 

solution modèle (T'ableau 3). L'absence d'agrégats protéiques dans ces hydrolysats esplique 

probablement l'amélioration de la uansmictance des solutions. 

-\fin d'évduer l'impact de l'ajout des ingrédients protéiques sur la texture du produit, la 

riscosiré de L'isolat de protéines du lactosérum @ipro? et des hydrolysats protéiques a été 

évaluée suivant leur addition dans la solution modèle et dans le jus d'orange selon les 

quaue cotes protéiques à l'étude. Les résultats de cette analrse sont présentés au Tableau 5. 

Dans le cas du  ~ i ~ r o " ,  son ajout à la solution modèle selon les quaue cotes protéiques 

influence de façon négligeable la viscosité de cette solution (5.3 cp). En  effet, l'ajout de 

8.'5g de protéines (cote protéique de 28) dans 175 ml de solution modèle augmente la 

\-iscosité à moins de 8 cp. Un comportement similaire est observé suite à l'ajout du ~ i p o @  

dans le jus d'orange, où la viscosité de  ce dernier passe de 11.1 à 14.9 cp pour la cote 

protéique la plus élevée (28). Dans le cas des hydrolysats protéiques, on note que la 

viscosité qu'ils confèrent à la solution modèle et au jus d'orange est directement liée à leur 

solubilité dans ces d e u x  (Tableau 3). La faible solubilité (-68O/0) de I'hydrolysat EBP-TT 

dans ces milieux entraîne une augmentation importante de la viscosité, surtout 
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Tableau 4 : Turbidité (transrninance à 610 nm) de la solution modèle additionnée selon 

quatre cotes protéiques (CP) de l'isolat de protéines du lactosérum (E3ipro? 

et des hydrolysats protéiques obtenus à l'aide de ~'~nzeco"bacterial procease 

II (EBP) et d'une combinaison des enzymes hlcaiase et Flarourzvme (hm; 

les hydrol!-sats protéiques ont été désactivés soir par trairement thermique 

m, soit par dtrafiitraaon (IF). 

Échantillons 

Milieu 

Solution modèle 
(pH 2.6) 

CP 16 

CP 20 

CP 24 

CP 28 

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

AF-TT AF-UF EBP - UF 

0.98 

0.97 

0.98 

0.98 

Bipro' 

O 

O 

O 

O 

EBP - TT1 

O 

O 

O 

O 



Tableau 5 : Viscosité (cp k 1 cp) de la solucion modèle et du jus d'orange additionnés 

selon quarre cotes protéiques (Cl?) de l'isolat de protéines du lactosérum 

(I3ipro@) et des hydrol!-sars protéiques obtenus à l'aide de 1'~nzeco~bacterial 

protease II (EBP) et d'une combinaison des enzymes -Mcalase et 

Flavourzyme les h!-drolysats prodiques ont été désactivés soit par 

traitement thermique 0, soit par ultra filtration WF). 

- - 

1 

1 
1 
I 

Échantillons 

Solution modèle2 
(pH 2.6) 

CP 16 

CP 20 

1 Jus d90rang& 
1 @H 3-81 
i 

l 
CP 16 

I CP 20 
CP 24 

EBP - TT' EBP - UF 

Les données de cet h-drolysat protéique ont éré cirées du mémoire de &fanin Rolland (1999). 

= La viscosité de La solution modèle seule est de 3.3 cp. 
La viscosité du jus d'orange seul est de 11.1 cp. 



dans le jus d'orange où des valeurs de 21-33 cp sont obtenues pour des cotes protéiques de 

1G a 38. Le méme phénomène est observé avec l'hydrolysat AF-TT, avec toutefois des 

valeurs de ~iscosité moins élevées dans le jus d'orange (11-1 8 cp) que celles de l'hydrolysats 

EBP-TT et ce, en raison de sa meiilrure solubilité (-9Z0/o) dans le jus d'orange. Enfin, les 

deus hydrolrsats ultratiltrés étant solubles à plus de 90°h dans la solution modt-le et dans le 

jus d'orange, ils influencent faiblement la riscosité des milieux pour les quatre cotes 

pro ttliques à l'étude. 

La solubilité des ingrédients protéiques dans la solution modèle et dans Le jus d'orange a 

ensuite été évaluée suivant l'application d'un traitement thermique reproduisant les 

conditions de pasteurisation des jus de fruits en industrie. Ce traitement, proposé par la 

compagnie A. Lassonde Inc., consistait à préparer les soluaons modèles et les jus d'orange 

fortifiés en protéines dans des bouteilles de verre, lesquelles étaient ensuite plongées dans 

un bain-marie ii 100°C pour une durée de 7 minutes. Selon la compagnie, un ingrédient ne 

pourra subir I'étape de pasteurisacion s'il mène à l'apparition d'un précipité dans le produit, 

suite à l'applicauon de ce traitement chennique. 

Le Tableau 6 présente les valeurs de solubilité mesurées (méthode NSI modifiée) suivant le 

traitement thermique (100°C/7 min) de la soluaon modèle et du jus d'orange addiaonnés 

de l'isolat de protéines du lactosérum (I3ipro9 et des hydrolysats protéiques selon les 

quatre cotes protéiques sélectionnées. De nombreai auteurs on t  démontré que l'hydrolyse 

enzymauque permet d'améliorer la solubilité des protéines lors des traitements thermiques 

(es.: pasteurisation) appliqués aux produits (Haque, 1993; Ffikjaer, 1994; Mahmoud, 

1991), et les résultats de la présente étude confirment ces observaüons. En  effet, suite au 

traitement thermique, le ~ i p o @  est quasi-insoluble dans la soluaon modèle (49%) alors 

que dans le jus d'orange, sa solubilité augmente mais demeure inférieure à 45%. Ce résultat 

est directement lié à l'insolubilité thermique de la P-lactoglobuline (P-lg), principale 

protéine du lactosérum. À des températures de 70-85°C et en milieu acide (pH 4.3, la P-lg 

se présente sous forme dénaturée et insoluble. ce pH, il y aurait coagulation 
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Tableau 6 : Indice de solubilité de l'azote P S I ,  ?'O) mesuré après le traitement thermique 

(100°C/7 min) de la solution modèle et du jus d'orange additionnés selon 

quatre cotes protéiques (CP) de l'isolat de protéines du lactosérum (I3iproR) 

et des hydrc>lysats protéiques obtenus a l'aide de 1'~nzeco'bacterial proteass 

II (EBP) et d'une combinaison des enzymes rUcalase et Flavoun!-me (AF); 

les hydrolysats protéiques ont été désactivés soit par traitement thermique 

m, soit par ultrafidtrauon WF). 

Échantillons 

Milieux 

Solution modèle 
(pH 2.6) 

CP 16 

CP 20 

CP 24 

CP 28 

lus d'orange 
(pH 3.8) 

CP 16 

CP 20 

CP 24 

CP 28 

Les données de cet échantillon ont été cirées du mémoire de Sfarrin Rolland (1999). 

EBP-UF AF-TT 



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

protéines -,-oisines (de Ki t  et Kiarenbeek, 1981 ; Pearce, 1989). 

On  remarque également que la solubilité du ~ i ~ r o "  dans la solution modèle diminue avec 

l'augmentation de la concenuation en protéines, alors que ['effet contraire est obscn-i dans 

le jus d'orange. La solubilité des protéines du lactosérum étant &troicement liée au pH et  à 

la force ionique du milieu (finsella, 1984; Lnsella et al., 1989; de Kit, 1989a), il est 

probable que l'environnement phrsico-chimique du jus d'orange soit plus favorable i la 

solubilisacion de ces protéines. L'écart observé entre la solution modèle et le jus d'orange 

pourrait aussi s'espliquer par la présence de certains composés dans le jus d'orange, comme 

des sucres ou des minéraus qui permettraient de stabiliser les protéines à la chaleur. Des 

études ont d'ailleurs démontré l'effet protecteur de certains sucres (es.: lactose, sucrose) et  

de certains ions (Ca=-, SaT,  Cl-) lors du uaitement thermique de plusieurs protéines, dont 

!a P-lactoglobdine (Lnsella et al., 1989; Jelen, 1992; JIangino, 1992; Morr et Ha, 1993). 

L'apparition d'un phénomène de « s a l ~ g - i m  pourrait aussi être à l'origine de 

l'augmentation de la stabilité thermique des protéines dans le jus d'orange. Ainsi la 

formation 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 enue les protéines et ies polysaccharides (ex.: pecàne) présents dans le jus 

d'orange concribuent à améliorer leur solubrlité (Sarnant et  al., 1993; Tolstoguzor, 1997; 

Schmitt et al., 1998; Syrbe et al., 1998), surtout suivant l'application d'un traitement 

thermique. 

Suite à l'hydrolyse enzymatique, une amélioration uès importante de la stabilité thermique 

des protéines est obsemée. En effet, tous les hydrolysats présentent une solubilité 

supérieure à 66% suite au traitement thermique, peu importe le milieu ou la cote protéique 

étudiés. II est possible que des interactions protéine-peptide soient a l'origine de cette 

amélioraaon de la stabilité thermique des protéines du lactosérum, comme l'on démontré 

les travaus de Barbeau et al. (1996). Ces auteurs ont effectivement démontré que !es 

fragments 41-60 et 21-40 de la P-la~to~lobuline, isolés d'un hydrolysat tnpsique de 



protéines du Iac tosém,  permettent d'améliorer la stabilité thermique de cetre protéine et 

ce, par voie d'interactions spécifiques (ionique ou hydrophobe). Selon ces auteurs, le 

caractère hydrophobe de ces peptides leur permettraient d'interagir avec le cœur 

hydrophobe de la P-Ig, stabilisant aussi la conformauon de la protéine (Barbeau et al., 

1996)- 

Dans le cas de I'hydrolysat EBP-?T, sa solubilité varie de 66 à 88% selon le milieu et la 

cote protkique étudiés, arec des valeurs de solubilité supérieures dans la solution modèle 

comparées à celles obtenues dans le jus d'orange. Pour I'hydrolysat AF-TT, sa solubilité 

demeure supérieure à 80% qu'il soit ajouté à la solution modèle ou au jus d'orange, peu 

imporre la cote protéique. SIais ce sont les hydrolysats ultrafütrés (EBP-UF et AF-UF) qui 

sont les plus solubles après le traitement thermique de la solution modèle e t  du jus 

d'orange. En effet? la solub~lité de ces hydrolysats demeure supérieure à 94% peu importe 

les condiaons étudiées (milieu, cote protéique) et elle atteint même une valeur de  100% 

dans le cas des jus d'orange enrichis avec l'hydrolysat AF-GF. 

De façon à reproduire les condiaons indusaielles de producaon d'un jus de f ' t s  fortifié 

en protéines hydrolysées, la stabilité thermique des h-drolysats protéiques a finalement été 

ivaluée suire à la pasteurisation (86S°C/17 sec) de jus d'orange fomfiés en ces hydrolysats 

selon une cote protéique de 20 (6.Zjg procéines/175 ml). Les résultats de cene étude sont 

présentés au Tableau 7. À noter que la solubilité du subsaat de dépan (Bipro@) n'a pas été 

évaluée dans ces conditions, en raison de  sa faible solubilité mesurée dans le jus d'orange 

suite à l'application du traitement thermique de 100°C/7 minutes Fableau 6). Suivant la 

pasteurisaaon, la solubilité des hydrolysats protéiques dans le jus d'orange se compare à 

ceiie obtenue dans le cadre de l'étude précédente (Tableau 6). Ainsi, la solubilité des 

hydrolysats traités thermiquement (EBP-TT et AF-TT') est de 71 - 86%, alors que celle des 

hydrolysats uluafUtrés (EBP-UF et i\F-L.F) est supérieure a 98%. Encore ici, 

I'ulcrafdtra~on se révèle une méthode uès efficace pour améliorer la solubilité des 

hydrolysan dans le jus d'orange après I'applicacion d'un traitement thermique sévère. 
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Tableau 7 : Indice de solubilité de I'azore ( M I ,  %O) mesuré après ia pasteurisacion 

(86 f 2OC/17 sec) de jus d'orange additionnés selon une cote protéique de 

20 des hydrolysats protéiques obtenus à l'aide de I'Enzeco 'bac terial protease 

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

les hydrolysats protéiques ont été désactivés soit par traitement rhermique 

O, soit par uluafdtration KF). 

: Non déterminé en raison de IYinso1ubiLité du ~ i ~ r o '  dans le jus d'orange suite à IYîpplicaÜon du 

craitement thermique de 1W0C/7 minutes Fableau 6). 

I Échantillons 

1 Milieu 

Jus d'orange 
(pH 3.8) 

i CP20 
I 

Bipro' 

XD' 

EBP - TT 

70.8 

EBP - UF 

99.8 

AF - 1T 

86.3 

AF - UF 

98.3 



Afin de visualiser l'apparence des jus fortifiés (cote protéique de 20) en protéines et traités 

par pasteurisation, une photographie de ces jus est présentée à la Figure 3. La photographie 

a été réalisée après 18 heures d'entreposage des jus a 4OC, et leur apparence est le reflet des 

résultats obcenus au Tableau 7. E n  effet, I'hydrolysar EBP-'IT, dont la solubilité est la plus 

faible (-0.8%) suite au traitement de pasteurisation Fableau 3, confere une coloration 

blanchâtre au jus d'orange avec l'apparition d'un dépôt très important dans la bouteille. 

Dans le cas de l'hydrolysat AF-TT, pour lequel la solubilité dans le jus pasteurisé est plus 

del-é (86.39'0)~ la coloration du produit se rapproche de celle du témoin, mais un dépot est 

toujours risible dans la bouteille. Par contre, l'apparence des jus d'orange est très peu 

modifiée par l'ajout des hydrolysats ultrafîtrés (EBP-UF et AF-UF), probablement en 

raison de leur grande solubilité (>9B0/o) dans le jus d'orange pasteurisé flableau 7 ) .  Enfin, 

on remarque que le jus d'orange addiaonné de ~ i p o "  a perdu sa coloration orangée, pour 

donner un produit blanchâtre avec la présence d'un dépôt uès important. À noter que le 

traitement thermique de 86OC/17 secondes subit par cet échantiiion a été réalisé par 

immersion dans un bain-marie et non à L'aide du pasteurisateur a plaques, comme pour les 

auues échandons. 

La dernière étape de cette étude consistait à évaluer l'effet de la Flavourzyme sur la 

désamérisation de l'hydrolysac préparé a l'aide de l',ilcalase. Pour cette étude, l'amertume 

de l'hydrolysat obtenu avec l'hlcalase seule, et préparé dans le cadre d'un projet antérieur 

(Rolland, 1999), a été évaluée en comparaison de celle de l'hydrolysat obtenu à partir du 

méIange ;Ucalase/Flavourzyme. Cette évaluation de l'amertume a été réalisée à l'aide d'un 

test de comparaison par paire, en utilisant un panel composé de 27 juges entraînés. Les 

résultats de ce test ont démontré que l'hydrolvsat <Aicalase) était significativement plus 

amer que l'hydrolysat obtenu à l'aide du mélange Acalase/Flavourzyne. Parmi les 27 juges 

composacr le panel de dégustaaon, 20 ont conclu que l'hydrolpat dicalase> était plus 

amer. D'après la table staastique de Roessler (Roessler et al., 1978)' le minimum de 

abonnes réponses» @ar bonne réponse on entend I'hydrolysat supposé être le plus amer, 

soit I'hydrolysat «hlcalase») nécessaire pour établir une différence significative (pC0.05) 



Figure 3 : -\ppareiice des jus d'oraiige fortifiés eti protéiiies suite i l'applicatioii du 

tmltemeiit de pasteurisation (%OC/ 17 sec). Les jus oiit été additioiuiés (cote 

protéique de 20) de I3ipro" et des liydrolysats protéiques obtenus à l'aide de 

1'~iizeco"bactetid protelse 11 (EBP) et d'une cornbliaisoii des eiizymes 

-ilcalase et Flavouaymo (-UF); les 11:-drolyts protéiques oiit été désactivés 
soit par ttaitemeiit thermique 0, soit par dtraflcratioti (CF). Le témoui 
est uii jus d'orarige iimre. 



entre deus échantillons, 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 l'hydrolysat obtenu à l'aide du mélange 

;Ucalase/Flavourzrms présente une amertume significativement plus faible que celui 

prépare :i I'aide de I'.ilcalase seule. Ces résultats indiquent donc que la Flavourzyme est une 

enz!-me efficace pour 13 désamérisation d'un hydrolysat de protéines du lactosérum préparé 

à l'aide de I',Ucalase. 

En conclusion, les hydrolysats de protéines du lactosérum préparés dans le cadre de ces 

rra\-aux à l'aide de l'enzyme ~nzeco'bacterial procease II et du mélange 

A4icalase/Fla~-ourz~-me présentent de nombreux avantages nucriaonnels pour la 

fortification protéique des jus de fruits. En effet, ces hydrolysats uluafitrés sont fortement 

hydrolysés et contiennent une forte proportion (175%) de peptides de 

faibles poids moléculaires (4000 da), surtout lorsque la réaction d'hydrolyse est stoppée 

par ulrratiltraaon. De plus, additionnés à un jus d'orange selon une cote protéique de 20, 

ces hydrolysats présentent une solubilité de près de 100% suite à l'application d'un 

traitement de pasreurisation reproduisant les conditions indusmelies de fabrication des jus 

de fruits. Enfin, l'ajout de Flavourq-me lors de L'hvdrolyse des protéines du lactosérum à 

l'aide de ll.ilcalase a permis de réduire, de façon significative (pc0.05), I'amemune de cet 

hvdrolysat. 



CONCLUSION GÉNÉW 

Cr  prujet de recherche arait pour but la mise au point d'un hydrolvsat enzrmaûque de 

protéines du lactosérum desuné à la fortification protéique d'un jus de fruits et ce, en vue 

de la préparauon d'une boisson anutraceutique*. La problémacique dé\-eloppée à la base de 

ce rra\-ail voulair qu'à l'état n a d ,  les protéines du lactosérum coagulent lors d'un traitement 

thermique sévere (es.: pasteurisation), limitant ainsi leur addiaon a forte concentration 

(cote proréique de 20) dans les jus de fruits. Dans ce projet, l'hydrolyse enzymatique des 

prottines du lactosérum visait donc à améliorer la solubilité de ces protéines dans 

l'environnement physico-chimique des jus de  fruits, mais également à conférer un avantage 

nutritionnel à ce type d'ingrédient via la production d'une quantité importante de  peptides 

de faibles poids moléculaires (Cj000 da), lesquels sont reconnus pour leur assimilation 

rapide par l'organisme. 

Ce projer de recherche s'inscrit à la suite des travaux de maîmse de AI. Rolland (1999)' 

dont I'objecat générai était la mise au point des conditions d'hydrolyse enzymatique des 

protéines du lactosérum pour l'obtention d'ingrédients riches en peptides de faibles poids 

moléculaires ( 6 0 0 0  da). Dans ces travaux, deux hydrolysats enzymatiques de protéines du 

lactosérum ont été préparés à l'aide des enzymes ~nzeco@bacterial protease II et Alcalase. 

Ces ingrédients étaient fortement hydrolysés (Ai\r:/TN-17-23°/o), riches en protéines (88- 

93!41), contenaient une teneur en cendres acceptable (-4%) et une forte proportion (33- 

93O'o) de pepades de petites tailles (GO00 da). A d d i t i o ~ é s  à un jus d'orange selon une 

cote protéique de 20, ces ingrédients demeuraient solubles à plus de 70% suivant 

l'application d'un maiternent thermique sévère (100°C/7 min). Les résultats de cette étude 

ont toutefois révélé certains problèmes, notamment au niveau de l'apparence et de la 

saveur des jus fortifiés avec ces hyàrolysats protéiques. Les jus additionnés de l'hyirolpat 

obtenu avec ~ '~nzeco~bac te r ia l  protease II présentaient une coloration blanchâtre 

inacceptable, alors que ceus e ~ c h i s  avec l'hyirolysat préparé a l'aide de 1'Alcalase avaient 

une saveur amère très prononcée. Les objecafs de noue travail de recherche on t  donc été 



définis en rue de résoudre les problèmes rencontrés avec ces deus hydrolysats protéiques, 

de manière à accroître leur potenael pour la fortification protéique des jus de fruits. 

Le premier objeccif de noue étude visait à évaluer I'cfiicacitC d'un traitement enz~matique, 

î l'aide d'une esopcptidase, pour la désamérisation de l'ht-drolysat de protéines du 

lactosérum préparé i l'aide de l'.\lcalase. 11 a été démonue, par une évaiuaaon sensorielle 

de l'amertume, que IYhrdrol!-sat obtenu à l'aide du mélange ;Ucdase/Flavourz!~me était 

significativement @<O.Oj) moins amer que I'hydrolysat obtenu à I'aide de I'hlcalase seule. 

Cependant, une saveur Iégèrement amère était encore perceptible dans les jus d'orange 

fonifiés à partir de cet hydrolysat. Kéanmoins, cette amertume de faible intensité pourrait 

probablement être masquée par le milange de jus de fruits aux arômes plus prononcés tels 

la pêche, l'ananas et le fruit de la passion. 

Le second objectif de noue étude consistait à évaluer l'effet de I'uluafduacion, en 

remplacemenr du traitement thermique d'inactivation des enzymes, sur le profil peptidique 

des h ydrolysats protéiques et sur les caractéristiques physico-chimiques (solubilité, 

mrbidité, viscosité et stabilité thermique) de jus d'orange additionnés de ces hydrolysats. 

Dans une première étape, un isolat de protéines du lactosénun (I3ipro? a été hydrolysé à 

l'aide de lY~nzeco'bacterial protease II ou du mélange hlcalase/Flavounyme, puis 

dtrafdtré pour stopper la réaction enzymatique mais également pour enrichir les 

hydrolysats en peptides de faibles poids molécuiaires (GO00 da). Les hydrolysats 

protéiques ainsi obtenus ont ensuite été caractérisés en terme de composition chimique, de 

proûi peptidique et de comportement physico-chimique dans une solution aqueuse, une 

solution modèle et un jus d'orange. 

Les résultats de ces travaux ont démontré que l'uitrafitration est une méthode efficace 

pour enrichir les hydroiysats protéiques en peptides de faibks poids moléculaires ( ~ 5 0 0 0  

da). En effet, l'arrêt de la réaction d'hydrclyse par uluafdtracion a permis d'augmenter de 

près de 20% la teneur des hydrolysats en peptides de petites tailles (<5000 da). Par contre, 



ce traitement a pour effet d'augmenter leur teneur en sels à 59%, ce qui demeure très 

acceptable pour le domaine alimentaire. 

II a aussi été démontré que I'uluafdtraüon des hydrolysats obtenus à l'aide de 

~'~nzrco'bactcrial prorease 11 et du mélange ;Ucalase/Flavourz~e permet d'améliorer 

leur solubilité dans le jus d'orange. En  effet, les hydrolysats ultrafütrés présentent des 

rzleurs de solubilité dans le jus d'orange supérieures à 9l0/0, comparativement à des valeurs 

de -(>'',O pour les hydrolysats désactivés par traitement thermique. En raison de cette 

amélioraaon de la solubilité, ces ingrédients donnenr des soluaons moins turbides et moins 

L-isqueuses q u e  celles préparées à pamr des hydrolysan traités thermiquement et ce, pour 

les quatre cotes protéiques étudiées (16, 20, 24 et 28). La stabilité thermique des ingrédients 

hydrolysés a aussi été améliorée par I'duafduaaon, leur solubilité dans le jus d'orange 

demeurant supérieure à 94% suivant l'application de deux traitements thermiques sévères 

(1 OO°C/- min; 8G°C/1 7 sec). Enfin, la colorauon des jus d'orange fortifiés à l'aide des 

hydrolysats ultrafiltrés est aès peu modifiée et aucun dépôt n'est visible dans les jus 

forufiés à l'aide de ces hydrolysats. 

Les résultats obtenus dans le cadre de ces travaus ont donc permis de confumer les 

h!-pothèses de déparc. E n  effet, il a été possible de réduire l'amertume de I'hyirolysat 

préparé a l'aide de l'hlcalase via l'ajout d'une esopepadase, soit la Flavourz!me. Enfin, 

I'uluafiltration s'est révélée une méthode efficace pour augmenter la teneur des hydrolysats 

en pepades de faibles poids moléculaires (<5000 da) et pour améliorer leur solubilité dans 

le jus d'orange, même après l'application d'un traitement thermique reproduisant les 

condiaons de pasteurisation industrieiie des jus de f ~ t s .  

Alaigré la confirmaaon des hypothèses de départ et l'atteinte des objectifs, deus problèmes 

ont été obsen-és en cours d'expérimencaaon et devront être résolus avant la mise à l'échelle 

du procédé de fabrication des hydrolysats enzymatiques. Le premier problème, mentionné 

précédemment, est celui de la saveur légèrement amère de I'hydrolysat obtenu à l'aide du 

mélange hlcalase/Flavourqme. Pour cet ingrédient, le problème de saveur pourrait êue 



solutionné par un ajustement de la formulaaon du jus, avec I'uciiisaaon d'un mélange de 

truirs aux aromes prononcés en vue de masquer I'amertume. 

Le deusième problème a été rencontré au cours de i'ultrafiltrauon des hydrolysats, lesquels 

avîienr tendance à gélifier en fonction du facteur de concenrrnuon. Soulignons que les 

membranes d'uItrafilrraüon uuiistcs dans le cadre de ces uaraus étaient de cype  fibre 

creuse)), alors que des membranes de type <(spirale) sont généralement utilisées en industrie. 

La turbulence développée dans ces membranes étant beaucoup plus élevée que celle 

prévalant dans les fibres creuses, il est possible que le changement de configuration des 

membranes puisse résoudre le problème de gélification. Par ailleurs, les systèmes industriels 

de pompage sont plus efficaces que ceux ulllisés pour ces travaux et pourraient donc 

réduire les risques de gélifcation des soluüons en cours d'ultraiiitraaon. Enfin, il serait 

possible de réduire la teneur en procéines des soluaons afin d'éviter leur gélification en 

cours de concentraüon, mais cene approche aurait pour conséquence de réduire l'efficacité 

du séchage (atomisacion) des ingrédients hydrolysés. 

Cn  dernier point a souligner à la suite de ce travail est la nécessité d'étudier le mécanisme 

de gélification e n  cours d'hydrolyse, lequel a été observé dans le cas des hydrolysas 

préparés i I'aide de I'.ilcalase. Bien que cene enzyme soit reconnue pour donner des 

hydrolysats en mesure de gélifier sous certaines conditions, aucun uavail de la littérature ne 

mentionne la gélificaaon de ce type d'hydrolysat en cours d'hydrolyse e t  à des valeun 

élevées de degré d'hydrolyse. Il serait donc intéressant d'étudier ce phénomène afin 

d'identifier les facreuss responsables de la fomaaon d'un gel à faible température à partir 

de mélanges pepadiques de poids moléculaires relaavement faible. 
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