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Résume :

La pectine est un additif alimentaire et une substance organique exclusivement produite
par certains végétaux de type fruits et Iégumes. C’est ainsi qu’on la retrouve tout naturellement
dans ’agroalimentaire, en qualité de texturant alimentaire. Elle figure dans la liste de nombreux
produits sous le code E440.

Cet additif alimentaire fait naturellement partie de 1’alimentation humaine, mais ne
contribue pas de maniére significative a la nutrition. L'apport quotidien en pectine des fruits et
légumes peut étre estimé a environ 5 g, si environ 500 g de fruits et Iégumes sont consommés par
jour.

La pectine est principalement utilisée comme gélifiant, épaississant et stabilisant dans les
aliments. L'application classique donne la consistance gélatineuse aux confitures ou marmelades,
qui autrement seraient des jus sucrés.

Nous avons évalué l’effet de la pectine sur un modéle levurien (Saccharomyces
cerevisiae), qui constitue un excellent microorganisme pour les études biologique (biologie
cellulaire et moléculaire), et parmi les modeles de base en expérimentation toxicologique.

Le métabolisme et stress oxydant ont été évalués par le suivi de la croissance, le taux de
protéines totales et d’un bio-marqueur du stress oxydatif.

Les résultats ont indiqué qu’il y’avait des perturbations sur la croissance cellulaire de la
levure exposée a des concentrations croissantes de la pectine (3.25, 3.4, 3.5, 3.75 g/l ). Ainsi
que des perturbations remarquables dans le métabolisme des macromolécules (les protéines) et
de la Catalase qui est un des bio-marqueurs enzymatique, ceci indique clairement le déclenchent
du systéme antioxydant.

Mots clés : Saccharomyces cerevisiae, la pectine, E440, stress, bio-marqueurs,
macromolécules.



Abstract:

Pectin is a food additive and an organic substance produced exclusively by certain plants
such as fruits and vegetables. It is thus naturally found in the food industry, as a food texturizer.
It appears in the list of many products under the code E440.

This food additive is a natural part of the human diet, but does not contribute significantly
to nutrition. The daily intake of pectin from fruits and vegetables can be estimated at about 5 g, if
about 500 g of fruits and vegetables are consumed per day..

Pectin is mainly used as a gelling, thickening and stabilizing agent in foods. The classical
application gives the gelatinous consistency to jams or marmalades, which would otherwise be
sweet juices.

We evaluated the effect of pectin on a yeast model (Saccharomyces cerevisiae), which is
an excellent microorganism for biological studies (cell and molecular biology), and among the
basic models in toxicological experiments.

Metabolism and oxidative stress were assessed by monitoring growth, total protein levels
and oxidative stress biomarker.

The results indicated that there were disturbances in the cell growth of yeast exposed to
increasing concentrations of pectin (3.25, 3.4, 3.5, 3.75 g/l). As well as remarkable disturbances
in the metabolism of macromolecules (proteins) and Catalase which is one of the enzymatic
biomarkers, this clearly indicates the triggering of the antioxidant system.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, pectin, E440, biomarkers, macromolecules
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Introduction générale :

L’alimentation est essentielle a la vie. Son réle principal est de nourrir le corps. De ce fait

elle a une grande importance pour la santé.

Nos choix d’aliment dépendent de plusieurs facteurs : la culture, le milieu social, le
revenu, la disponibilité des aliments et les gouts personnels. L’alimentation est donc un sujet qui

touche plusieurs aspects de la vie.

Depuis I’existence de I’homme sur terre, il se bat pour sa survie et sa continuité grace a
I’alimentation parce que « NOUS SOMMe Ce que Nous mangeons », et comme nous le savons la

composition d notre corps dépend en grande partie de ce que nous avons consomme.

Selon notre type alimentaire actuel nous trouvons que I’alimentation a une grande histoire
ce qui montre que 1’alimentation est 1’aboutissement d’une longue évolution qui s’est effectuée
parallélement a 1’évolution technique, économique, sociale et physiologique des peuples, depuis
la premiére époque de ’humanité ou I’homme dépendait d’aliments préts car il ne savait tout
simplement produire ses aliments, jusqu’a la découverte de machinismes(Dupin et al.,1992)et
lorsque le niveau de vie a augmenté et que les consommateurs ont exigé plus de diversité dans le
choix des denrées alimentaires , la découverte de I’industrie agroalimentaire qui s’appuie sur des
savoir-faire et des technologies de plus en plus sophistiqués ou les additifs alimentaires jouent un

réle souvent important. (Brigand et al., 1998)

Ce sont des substances n’ayant pas de valeur nutritive, ajoutées intentionnellement aux
aliments le plus souvent en faible quantité pour en améliorer 1’apparence, la saveur, la

consistance ou la conservation. (Comité Mixte FOA/OMS., 1990)

Aujourd’hui, la présence des additifs alimentaires est devenue une réalité avec laquelle
les consommateurs doivent vivre .En effet, l'utilisation des additifs ne date pas d'hier. Elle
remonte en fait a plusieurs siécles. Au fur et a mesure des progres de la science, I'éventail
s'élargit dans un premier temps puis se restreint avec I'avénement des études toxicologiques. A
I'neure actuelle, des normes d'utilisation rigoureuses édictées par les instances nationales et
internationales sont la pour protéger le consommateur ; une classification définit également le

réle spécifique de chaque additif alimentaire.
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Il faut toutefois se méfier de certaines campagnes médiatiques qui utilisent les données
scientifiques pour entretenir une psychose envers les additifs alimentaires qui n'est pas toujours
justifiee. (Clemens, 1998)

Les substances chimiques font partie de notre vie quotidienne, Toute matiére vivante ou
inanimée est composée de substances chimiques et la fabrication de la quasi-totalité des produits

implique 1’utilisation de substances chimiques.

Les micro-organismes participent au développement de la biotechnologie, il s’avére donc
indispensable d’avoir une idée sur les différents types de micro-organisme qui existent, leur
influence sur le développement de la biotechnologie, leur utilité et leurs limites C’est avec la
production d’aliments fermentés que 1’utilisation empirique de micro-organismes pour la

conservation des aliments annonce la naissance des biotechnologies dés 1’énéolithique. [1]

La premiére partie de ce mémoire consacré a une étude bibliographique et un revenu

général de la littérature.

Nous avons donné une idée générale sur notre échantillon «la levure » et ses

caractéristiques, metabolisme, cycle biologique, et les conditions de culture.

Ainsi qu’un revue sur les additifs alimentaires et plus particulierement celui choisi pour
notre travail de recherche, «la pectine », ses utilisations, caractéristiques, mode d’action et
toxicité et a partir de ces données, nous avons pu mettre au point, une stratégie pour mener nos

séries d’expérimentation.
La deuxieme partie comprend une étude expérimentale et les résultats obtenus.

Nous avons cldturés notre travail par une discussion suivie d’une conclusion et enfin nous

avons proposé quelques perspectives.
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Chapitre | : Synthése bibliographique

1. Historique de la levure :

Les levures sont les premiers microorganismes a avoir été utilisés par 'Homme.
Ainsi, les sumériens, les babyloniens et les égyptiens ont laissé des traces iconographiques et/ou
écrites, qui sont vieilles de plusieurs milliers d'années, de la production de boissons alcoolisées
par fermentation et de I'utilisation des levures dans la fabrication du pain. Elles sont également
les premiers microorganismes a avoir été observés au microscope par Van Leeuwenhoek qui les
a dessinées vers 1680 et qui a méme réalisé des modéles tridimensionnels en cire. Au dix-
neuvieme siécle, c'est a la suite de ses travaux sur les levures que Pasteur contribua a la fondation
de la microbiologie. Les levures furent reconnues comme des champignons par Bary en 1866
lorsqu'il détecta des ascospores chez la levure de biére. Aujourd’hui les recherches portent sur
I’amélioration des techniques de fermentation, la sélection des souches microbiennes et la

découverte et I’exploitation de nouvelles voies biochimiques. (Aggoune et Zerkane, 2016).
2. Généralité sur les levures :

Les levures sont des micro-organismes eucaryotes, non photosynthétiques,
chimio-hétérotrophes, champignons a thalle unicellulaire immobiles, le thalle de la levure est
I’appareil végétatif le plus simple, sans racine ni tige, sans rameau feuillu et non chlorophyllien,
la levure fut a ’origine du développement de la biochimie avec notamment les travaux de
Buchner. A I’heure actuelle, les levures constituent un matériel expérimental de choix en raison

de leur double état de micro-organismes et d’eucaryotes (Pol, 1996).
3. Saccharomyces cerevisiae :

3.1. Définition :

Saccharomyces cerevisiae vient du mot saccharose qui signifie «sucre», myces «
champignon », tandis que cerevisiae fait référence a «cervoise», c’est un terme scientifique, nom
qu’on donnait autrefois a la biére, c’est un terme utilisé pour désigner le petit champignon
microscopique qui compose les différentes sortes de levures qu’on utilise pour la fermentation.
Elle est littéralement connue comme levure du sucre (Larpent et Gourgoud, 1985) fut appelé
Saccharomyces cerevisiae par Meyen en1837 (Thuriaux, 2004). La levure est utilisée depuis des

siecles pour la transformation du sucre en alcool, pour 1’¢laboration de pain, de vin, de biere ... .
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3.2. ldentification :
3.2.1. Taxonomie :

La place de la levure de boulangerie Saccharomyces cerevisiae dans la classification de
levure est comme suite (Kreger, 1984) :

Régne : champignons

Embranchement: fungi

Sous embranchement : Eumycetes

Classe: Ascomyceétes

Sous Classe: Hémi-ascomycetes

Ordre: Endomycétales

Famille: saccharomycetaceae

Sous famille: saccharomycetoideae

Genre: Saccharomyces

Espéce: Saccharomyces cerevisiae.

3.2.2. Morphologie :

Saccharomyces cerevisiae est une cellule sphérique, ovoide ou arrondies de taille tres

variable soit de 3a 14um (Figure 1). Mais certaines cellules sont cylindriques et de grandes

tailles jusqu’a 20 um de longueur ou plus (Larpent, 1991).

Figure 1 : Micrographie de S. cerevisiae (Bernstein et Bernstein, 2019).




Chapitre | : Syntheése bibliographique
|

3.2.3. Structure :
Elle est présentée dans la figure 2.
» Paroi cellulaire :

Elle est rigide et tres résistante comportant trois couches dont la composition chimique
est différente de celle des végétaux supérieurs et des bactéries. La couche externe est formee de
mannanes phosphorylés et de glycoprotéines tandis que les couches moyenne et interne sont
formées de glucanes. On trouve également dans la paroi des lipides et de la chitine (Larpent,
1991 ; Larpent-Gourgaud, 1997; Ferreira et Fennesy, 1997).

» Noyau :

Il est genéralement en position centrale avec un diamétre d'environ 2 um chez les cellules
haploides. Le nombre haploide de chromosomes est égal a seize chez Saccharomyces cerevisiae
(Guiraud, 1998).

» Cytoplasme :

Il contient des vacuoles en nombre variable qui fusionnent le plus souvent chez les
cellules agées. On trouve également dans le cytoplasme des inclusions de glycogene et des
microvésicules (Guinet et Godon, 1994; Bourgeois et Larpent, 1996; Guiraud, 1998) ;
Lorsque les levures vivent en aérobiose, on trouve dans le cytoplasme des mitochondries qui

disparaissent en anaérobiose (Guinet et Godon, 1994; Bellam et Fould, 1996).

Vacuole Pores nucléaires
cytoplasme

/ Réticulum
°_ &' endoplasmique
F?ﬁ» \Eb Z ;. “7'——— Ribosomes

A .» &éérfé o - °. ';\

< l Mitochondrie
A \ ;
= ) ~ e M
P £ Lad

- .;"’\Membmne:

y - plasmique
o~
- Ribosomes
libres
cellulaire Noyau Nuciéole

Figure 2: Structure de Saccharomyces cerevisiae (Thuriaux, 2004).
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3.3. Origine des différentes souches de la levure :

Les souches de I’espéce S.cerevisiae peuvent étre isolées depuis plusieurs origines, telles
que le sol, les fruits (raisins), la seve des arbres, etc., et présentent des propriétés physiologiques
différentes (Barbara et al., 2012). Cette diversité indique leur capacité d’adaptation dans les
conditions différentes de 1’environnement. Ces différences sont basées sur une large variation

génétique qui est corrélée avec ’origine géographique et les sources d’isolement (Jespersen et

al., 2003 ; Fay et Benavides, 2005 ; Townsend et al., 2006).
3.4. Métabolisme :

Selon Thanh (2016), Saccharomyces cerevisiae est capable de vivre dans deux milieux

différents : le milieu aérobie et le milieu anaérobie.

3.4.1. Pour le milieu aérobie :

La levure utilise I’oxygéne pour que les glucides soient métabolisés en dioxyde de
carbone, en eau et une grande quantité d’énergie. C’est le processus métabolique de la

respiration. Dans ce milieu I’oxydation du glucose est compléte (Guinet et Godon, 1994).

D’aprés plusieurs auteurs comme (Scriban, 1988 ; Guinet et Godon, 1994 ; Hesclot et
Vladescu, 1994 ; Ferreira, 1997 et Guiraud, 1998) la réaction est la suivante :

Glucose + Oxygene ----- > Gaz carbonique + Eau + Energie.

Il se forme donc 13 fois plus d'ATP que par métabolisme anaérobie (Vladescu,1994 ;
Bellam et Fould, 1996 et Ferreira, 1997).

En 2016, Aggoune et Zerkane mentionnent que la levure entre en croissance et se

multiplie car elle peut synthétiser de la matiére organique et elle assure son maintien en vie.
3.4.2. Pour le milieu anaérobie :

En absence d’oxygéne, la levure utilise des sucres pour produire 1’énergie nécessaire a

son maintien en vie. Pasteur définit ce processus métabolique comme étant celui de la
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fermentation. Les sucres sont transformés en gaz carbonique et en alcool (Leyral et Vierlin,
2007). Selon Scriban (1988), Guinet et Godon (1994), Hesclot et Vladescu (1994) ; Ferreira
(1997) et Guiraud (1998), la réaction est la suivante :

Glucose ----- > Gaz carbonique + Alcool + Energie.

Regnault en 1990 a déclaré que I’oxydation du glucose est incompléte on parle de

fermentation ou de vie sans air.

Cependant 1’alcool formé contient encore beaucoup d’énergie, donc la libération de
I’énergie présente dans le glucose est limitée, ainsi, qu’elle est 20 fois moins par rapport a la
respiration. Elle assure un minimum vital a la levure, sans lui permettre de se multiplier
rapidement (Guinet et Godon, 1994).

3.5. Reproduction :
3.5.1. Cycle de vie :

Concernant les levures, et plus particulierement S. cerevisiae, le cycle de vie est décrit
comme haplo-diplobiontique : ce terme illustre le fait que cet organisme est capable de croitre a
la fois a 1’état haploide et a I’état diploide. Le passage de 1’état haploide a diploide se fait par
conjugaison ; a I’inverse, la méiose permet de passer de deux copies de chaque chromosome a

une copie unique (Mell et Burgess, 2003) .

Selon Lekikot et Malki (2016), le cycle cellulaire de S. cerevisiae comprend deux
modes de reproduction différents :

a) Reproduction asexuée (végétative) :

Le bourgeonnement représente le mode de reproduction asexuée chez la levure S.
cerevisiae (Guiraud et Galzy, 1980) (Figure 03).

C’est un processus par lequel une cellule donne naissance a une autre cellule

essentiellement identique (Herskowitz, 1988).
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D’aprés Guiraud et Galzy (1980), le cytoplasme de la cellule fille reste réuni au
cytoplasme de la levure mére pendant la formation du bourgeon, le noyau de celui- ci grossit et
se déplace vers le bourgeon. La membrane nucléaire étrangle le noyau de telle maniére que la
moitié de celui-ci demeure dans la cellule-mére et I’autre passe dans la cellule fille, tandis que la

membrane cellulaire se referme autour de chaque noyau en donnant ainsi deux levures
semblables.

Levure mere | Novyvau
Bourgeon
Figure 3: Bourgeonnement de S. cerevisiae (Kreger-van et Rij, 1984).

b) Reproduction sexuée :

La reproduction sexuée s’effectue par conjugaison des deux cellules qui donnent
naissance a un zygote, ce dernier subit une méiose ou les quatre noyaux haploides forment quatre
ascospores donnant plus tard des cellules haploides (Figure 4), (Bouix et Leveau, 1993).



Chapitre | : Synthése bibliographique

[ Phass _
| hapioide
\ {IN) f
4
croissance pseudohyphale
M / e ’ -
. \ ﬁ )
/’ C
Cf 4
© [ e /

. 0 5l | ~@
O

M v

Spotulation @
Phas
hase s
diploide

\ 2N
(a) "\, (b)

Figure 4: (a) le cycle biologique de Saccharomyces cerevisiae, (b) Changement de type

d’accouplement dans les haploides. Commutation des cellules meres en G1
(Mell et Burgess, 2003).

Selon Mell et Burgess (2003) a 1’état naturel, la levure présente une croissance

végétative et vit préférentiellement sous la forme diploide. Cela lui permet de s’adapter a des

changements de milieu et ainsi de mieux résister aux divers stresses qui endommage 1’ADN.

Avoir deux copies de chaque géne lui permet une meilleure résistance. Dans des

conditions de stress extrémes, elle peut aussi s’orienter vers un état de quiescence ou encore vers

une croissance pseudohyphale qui lui permet d’explorer le milieu a la recherche de nutriments.

Enfin, pour se protéger des agressions extérieures, elle peut sporuler. Suite a cette derniere

possibilité, dans des conditions redevenues normales, la levure peut se diviser sous une forme

haploide ou encore se conjuguer a une levure de type sexuel opposé afin de revenir vers une

forme diploide.

10
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3.5.2. Phases de croissance cellulaire :

La croissance de la levure se présente principalement en quatre phases : phase latence,
phase exponentielle, phase stationnaire et phase de déclin. Elle peut étre encore distinguée plus

précisément en rajoutant deux phases : phase d’accélération et phase de ralentissement.

Cette terminologie est souvent utilisée pour décrire la courbe de croissance dans un milieu

liquide, mais la croissance des cellules dans un milieu solide présente de phases similaires.

Les deux phases les plus importantes de la courbe de croissance pour les études
fondamentales ou les applications industrielles sont la phase exponentielle et la phase
stationnaire. Dans la phase exponentielle, les cellules se divisent rapidement et la vitesse de
division et le taux de croissance dépendent de la qualité nutritionnelle du milieu. Lorsque les
éléments nutritifs essentiels deviennent limités, la croissance cellulaire ralentit ou méme s’arréte.
Lorsque les cellules atteignent la phase stationnaire, la levure contient une quantité plus élevée
de tréhalose et de glycogene que dans les autres phases (Michael Breitenbach et al., 2004). Les
cellules de la phase stationnaire sont capables de résister a un large nombre de stress (Werner-
Washburne et al., 1993).

3.6. Conditions de culture de la Saccharomyces cerevisiae :
Pour sa culture, la levure boulangere exige certaines conditions tels que :

3.6.1. Des besoins nutritionnels :

Le milieu de culture doit apporter tous les éléments nécessaires aux systemes cellulaires

et aux besoins énergétiques de la levure.
a) Le carbone :

Les sources carbonées sont d’une grande importance pour les levures puisqu’elles
fournissent le carbone exigé pour la biosynthese de constituants cellulaires tels que les glucides,
les lipides, les protéines, les acides nucléiques, etc. (Aguilar Uscanga, 2003). Les levures du
genre Saccharomyces cerevisiae peuvent fermenter le glucose, le saccharose, le maltose, le
raffinose, le cellobiose et le galactose et peuvent assimiler 1’éthanol, I’acide lactique, I’acide

citrique (Aguilar Uscanga, 2003).

1
11
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b) L’Azote :

Toutes les levures sont capables d’utiliser 1’azote sous forme d’ions d’ammonium, et

I’urée pour constituer des protéines ; acide nucléique et des vitamines. (Larpent, 1992).
c) Le Phosphore :

S.cerevisiae utilise 1’ortho phosphate, préférenticllement sous forme d’ion
monovalent, comme unique source de phosphore (Winter, 1988). Jones et coll (1981) notent
que cet élément sert a la syntheése des lipides, des hydrates de carbone et participe au maintien de

I’intégrité membranaire.
d) Le Soufre :

Selon Rose et Harrison (1971), le soufre est assimilé généralement sous forme
inorganique. IL est transformé dans la cellule sous forme d’un acide aminé qui est la

méthionine.
e) Le Potassium :

C'est I'éelément minéral quantitativement le plus important. Source de Potassium:
phosphate mono et dipotassique (K:HPOs ou KH2PO4). Le potassium intervient dans les
échanges avec les cations métalliques; il stimule la respiration et la fermentation a pH< 7; c'est
un effecteur de nombreuses enzymes, enfin, il intervient dans la structure des ARN. La

consommation est 2 fois plus grande en fermentation qu'en respiration (Leveau et Bouix, 1993).
f) Le Zinc :

Il a un role essentiel car c'est un co-facteur enzymatique indispensable dans la glycolyse.
Il est nécessaire a la synthese de vitamines (riboflavine), stimule I'action du magnésium et la
pénétration du maltose et du maltotriose. La carence en traces de zinc réduit le pouvoir

fermentaire de Saccharomyces cerevisiae . (Guinet et Godon, 1994; Leveau et Bouix, 1993).

) Les oligo-éléments :

12
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Les levures ont besoin d’éléments nutritifs pour assurer un développement adéquat. Il
s‘agit de sels minéraux et d’oligoéléments nécessaires a de tres faibles concentrations (Larpent-

Gourgaud et Sanglier, 1992) .
h) Les vitamines :

Les vitamines du groupe B ont été identifiées comme étant des facteurs de croissance :
biotine (B8), acide pantothénique (B5), inositol (B7), thiamine (B1), pyridoxine (B6) et niacine
(B3) (Guinet et Godon, 1994). On appelle «facteur de croissance », toute substance organique,
apportée en petite quantité, dont la carence perturbe le métabolisme de la levure. Ce sont des
métabolites essentiels : ils sont indispensables aux micro-organismes auxotrophes. lls doivent
leur étre fournis car ils sont, pour la plupart, incapables de les synthétiser (Leblonc, 1988). En

leur absence, il n'y a pas fermentation ; quand ils sont épuisés, la fermentation s‘arréte.
3.6.2. Besoins physico-chimiques :
a) Le pH:

S. cerevisiae présente 1’avantage de croitre sur un milieu acide, pour lequel la plupart des
bactéries ne se développent pas. Elle préfere un pH compris entre 4- 4,5 (Larpent et Gourgoud,
1985).

b) La température :

La température de croissance est variable suivant les espéces de levures. La température
convenable pour la levure S. cerevisiae est entre 25°C et 35°C, ce sont des mésophiles (Larpent
et Gourgoud, 1985).

c) La pression osmotique :

La levure S. cerevisiae est une espece osmophile qui développe sur des milieux a forte
concentration en sucres et en sel mais avec un métabolisme lent au contraire de certaines especes
(Larpent et Gourgoud, 1985).

d) L’aération :

13
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Elle a pour but d’une part d’apporter I’oxygene nécessaire a la croissance des levures et
d’autre part d’homogénéiser et d’assurer la circulation du moat dans le fermenteur. Cependant, il

est intéressant de rappeler que la levure boulangére s’adapte a deux modes de vie, en présence ou

en absence d’oxygéne (Noui, 2001).
3.7. Principales applications de S.cerevisiae :

Les levures représentent certainement le groupe le plus important de micro-organismes
exploités par ’homme. Depuis la plus haute antiquité, elles ont joué un rdle de premier ordre

dans I’alimentation humaine : vinification, panification, brasserie, fromagerie.

Tableau 1: Les principales applications de S. cerevisiae (Camonis, 1990).

Produits de S.cerevisiae Applications
Alcool et CO2 Fabrication du pain, du vin, de la biére
Ethanol Solvant

) Chimie des matiéres plastiques industrie
Glycérol _
Pharmaceutique

Protéines alimentaires (a partir des

) ) ) ) ] Alimentation de ’homme ou du bétail
mélasses et divers déchets alimentaires)

Invertase Confiserie

14
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4. Les additifs alimentaires :
4.1 Généralité sur les additifs alimentaires :

Les additifs alimentaires sont les outils indispensables des industries
agroalimentaires. Nulle autre catégorie de composés chimiques n’est, d’une part, aussi
dépendante des besoins et demandes humaines et, d’autre part, a la fois tributaire et initiatrice

d’avancées technologique.

Un additif alimentaire est defini aussi comme n'importe quelle substance habituellement
non consommée comme un aliment en soi et non employée comme un ingrédient caractéristique
de l'aliment, gu'il ait une valeur nutritionnelle ou non, dont I'addition intentionnelle a I'aliment
pour un but technologique dans la fabrication, le traitement, la préparation, I'emballage, le
transport ou le stockage devient, ou peut s‘attendre raisonnablement a devenir, lui ou un de ses
dérivés, directement ou indirectement, un composant de cet aliment (Directive 89/107/EC,
1988).

Selon le Codex alimentarius (Codex Alimentarius, 1989) : "Aux fins du codex
alimentarius l'expression "additif alimentaire” s'étend de toute substance qui n'est pas
normalement consommeée en tant que denrée alimentaire en soi, et n'est pas normalement utilisée
comme ingrédient caractéristique d'une denrée alimentaire, qu'elle ait ou non une valeur nutritive
et dont l'addition intentionnelle a la denrée alimentaire dans un but technologique ou i
organoleptique a une étape quelcongue de la fabrication, de la transformation, de la préparation,
du traitement, du conditionnement, de I'emballage, du transport ou du stockage de ladite denrée,
entraine ou peut entrainer (directement ou indirectement) son incorporation ou celle de ses
dérivés dans la denrée on peut affecter d'une autre facon les caractéristiques de ladite denrée.
L'expression ne s'applique ni aux contaminants, ni aux substances ajoutées aux denrées

alimentaires dans le but d'en maintenir ou améliorer les propriétés nutritives.
Les additifs remplissent différents roles tels que :

_ Conserver.
_ Lier.

_ Emulsifier.

15
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. __________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|]
_ Colorer.

_ Aromatiser, etc.

4.2 Classification des additifs alimentaires :

D’aprés CEE (Communauté économique européenne) ’additif alimentaire a été
ajusté par la directive européenne 89/107/CEE avec 25 catégories et un code a été utilisé au
niveau europeen : Il se compose de la lettre "E" suivie d'un numéro permettant d'identifier
facilement la catégorie « Exxx » allant de E100 a E1520 (Directive du Parlement européen :
(94/34/CE ; 89/107/CEE) (Tableau?2).

Tableau 2 : Codes des grandes familles d'additifs (Adeinat., 2018)

Codes Catégories Fonction

E100 Colorants Donner ou Amplifier une couleur

Prolonger la durée de conservation en
E200 Conservateurs inhibant le développement des bactéries ou

des moisissures

) Réduire les phénomenes d’oxydation
E300 Antioxydants ) _
(rancissement des graisses)

Agents de textures

(épaississants, ) o
E400 - ) . Donner une consistance particuliére
stabilisants, émulsifiants,

gélifiants, texturants)

) ) Empécher les poudres de s’agglomérer en
E500 Antiagglomérants o '
captant I’humidité ambiante

16
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améliorer le gotit d’un aliment par une
E600 Exhausteurs de go0t action sur I’intensité de notre perception
gustative

E700 Agents de sapidité Ajouter une saveur

E800 Arémes Ajouter une saveur

E900 Edulcorants Edulcorants Conférer une saveur sucrée,

_ . Epaississants plus stable et plus
E1400 Amidons modifiés . _
performants pour une préparation

4.3. Les émulsifiants :

D'aprés la directive modifiée 95/2/CE (1995) du Parlement européen, les émulsifiants
sont : « des substances qui, ajoutées a une denrée alimentaire, permettent de réaliser ou de
maintenir le mélange homogene de deux ou plusieurs phases non miscibles telles que I'huile et

I'eau ».

Les émulsifiants sont la gamme d'additifs la plus utilisée dans l'industrie alimentaire.
Environ 80% des émulsifiants alimentaires appartiennent a la famille des monoglycérides et des
esters de mon glycérides. La lécithine vient en seconde position suivie par d'autres produits

comme les sucroglycérides et sucro-esters. (Gerard et al., 1998)

Les agents émulsifiants sont utilisés dans 1’industrie alimentaire pour donner aux produits

une consistance soyeuse et dense qui rend les aliments plus attrayants pour le consommateur
4.3.1. Caracteristiques et fonctionnalites des émulsifiant :

Une émulsion est une dispersion de gouttelettes d’un liquide non miscible dans un autre

liquide. D’autres substances peuvent étre dispersées dans des liquides en donnant une mousse

17
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(gaz et liquide) ou une suspension (solide et liquide), Ses composés chimiques permettent la

formation d’une émulsion stable dans le temps. (Inghels, 2007)

Les émulsifiants ont la propriété d’étre absorbés en formant des films inter faciaux entre
deux substances non miscibles. Ceci les rend indispensables dans I’industrie alimentaire qui
utilise fréquemment des mousses, suspensions et en particulier les émulsions. La propriété des
émulsifiants de se fixer a I'interface de deux liquides non miscibles est due a leur structure

moléculaire.
5. La pectine ;

Les pectines sont des substances d'origine végétale. Ce sont des polysaccharides
complexes que I'on retrouve principalement dans la lamelle moyenne et la paroi primaire des

plantes supérieures (Paquot et al., 2010).

La pectine (E440) est un polysaccharide composé majoritairement d’un enchainement par
des liaisons a(1-4) d’acides D-galacturoniques qui peuvent étre estérifiés par du méthanol ou

amidés .

Les degrés d’estérification et d’amidation sont définis comme étant le nombre de
fonctions carboxyliques méthylées et respectivement amidées pour cent motifs d’acide
galacturonique. La pectine est généralement extraite a partir de sous-produits de fabrication de

jus de citron et de pomme (Gharsallaoui, 2008).

La pectine est également constituée de xylose qui s’insére dans la chaine principale (Liu
et al., 2003). Il existe principalement plusieurs substances pectique, on y trouve les protopectines
qui sont des pectines hydrolysées, puis les pectines qui sont des acides polygalacturoniques
partiellement ou entierement estérifiés. Ensuite les pectinates qui sont des sels de pectines, les
acides pectiques qui sont essentiellement des acides polygalacturoniques non estérifiés. Enfin les

pectates qui sont les sels d'acide pectique (Liu et al., 2003).
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Figure 5; pectine sous forme de poudre

5.1 La structure de la pectine ;

La pectine est une classe complexe de polysaccharides qui entrent dans la composition
des parois cellulaires végetales. (Sous le n°E440). Le squelette de la pectine est composé
majoritairement d’unités d’acide D-galacturonique reliées en o-(1—4) par des liaisons

glycosidiques et de faible quantité de a-L-rhamnose plus ou moins ramifiés (Fishman et Jen,
1986) (figure 6)

Figure 6: Molécule de la pectine (Fishman et Jen, 1986).

La structure fine des pectines peut varier en fonction de 1’espéce végétale considerée, le
stade de developpement, la localisation pariétale ou tissulaire et la méthode d’extraction (Ridley
etal., 2001 ; Thakur et al ., 1997)
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5.2  Principale source de pectine :

La pectine est contenue naturellement dans I’endocarpe des fruits sous forme de
protopectines qui sont libérées sous forme de pectines lors de la cuisson. La teneur en pectines

des fruits est variable en fonction de la nature de fruits et de leur maturité (Michel, 2002)

La teneur en substances pectiniques des plantes varie en fonction de son origine botanique

et de son histoire (mode de culture, période de plantation croitre...).

Bien que la pectine puisse étre extraite d'un grand nombre de plantes. les sources
industrielles principales sont le marc de pomme et les écorces d'agrumes (citron, orange) D’un
point de vue nutritionnel, les pectines sont considérées comme des fibres solubles ayant une forte

capacité de rétention d'eau (Donato, 2004)

Tableau 3: Principales sources de pectines d’intérét industriel (Paquot et al., 2010).

Fruit Teneur en substances pectiques
Zeste d’orange 3.5-5,5
Pulpe de citron 2,540

Pomme 0,5-1,6

Banane 0,7-1,2

Péche 0,1-0,9
Fraise 0,6-0,7

Tomate 0,2-0,6

Carotte 0,2-0,5
fruit de passion 0,5

Mangue 0,26-0,42

Ananas 0,04-0,13

L'industrie utilise des ressources abondantes Pectine, comme le marc de pomme (restes de
pomme écrasés et pressés) ou la pelure Agrumes riches en pectine (précurseurs de la pectine liés
a d'autres ingrédients) et de l'acide pectique. D'autres sources moins utilisées existent, telles que

Betteraves, mangue et fruit de la passion.

5.2 Extraction de la pectine :
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Il existe de nombreuses méthodes pour extraire la pectine sont, pour la plupart,peu
cotteuses et faciles d’utilisation. La pectine est un bio polymere largement disponible, peu

codteux, biodégradable, biocompatible, non toxique a certaine dose.

Les pectines sont des hydrocolloides et a ce titre sont fréquemment isolées apres
extraction en solution aqueuse (a froid ou a chaud) et précipitation dans 1’alcool. Le précipité
ainsi obtenu est dissout dans 1’eau, filtré, dialysé contre de I’eau distillée, parfois dépigmenté par

passage sur cartouche C-18 et enfin lyophilisé pour étre conservé (Brudieux, 2007).

A une échelle industrielle, les pectines sont extraites dans 1’eau chaude (généralement 90
a 100°C), en milieu acide (pH compris entre 1,5 et 3) et pour des temps variables (0,5 a 6heures)
(Brudieux, 2007).

5.3 Propriétés physico-chimiques :
a. Solubilité :

La structure de la pectine la rend insoluble dans les solvants organiques et
solubles dans I’eau. La solubilité dans 1’eau est généralement dépendante de la distribution des
groupements méthoxylés et de la masse molaire. La solubilité de la pectine augmente avec la
diminution du DM (Chen, 2015) et pour les petites masses molaires de pectine (Thakur, 1997).
De plus, la présence de groupements chargés sur le polymere entraine des répulsions
¢lectrostatiques entre ces groupements chargés, ce qui diminue la formation d’agrégats et facilite
sa solubilité. (BeMiller, 1986), La pectine se solubilise grace a 3 étapes successives :

hydratation, gonflement et dissolution (Chen, 2015).
b. Stabilisants :

Les stabilisants sont des additifs qui permettent de maintenir 1’état physico-chimique du
produit. lls stabilisent les phases non miscibles entre elles et évitent la séparation des constituants
du produit. Trois stratégies sont envisageables pour obtenir cette propriété. La premiére consiste

a augmenter la viscosité de la solution. La deuxieme crée un réseau assurant le maintien en
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suspension des particules. Le troisieme masque les éléments qui peuvent interagir entre eux
(Tilly, 2010).

C. Viscosifiants :

La viscosité est la grandeur qui relie le taux de cisaillement a la contrainte. Les agents dits
viscosifiants ont la propriété de modifier le comportement de la phase continue, sans former des
zones de jonction contrairement aux gélifiants et certains stabilisants. La pectine HM posséde
cette caracteéristique due a son haut poids moléculaire. Ainsi, on retrouve son utilisation dans les
boissons fruitées (Tilly, 2010).

Le pouvoir d’épaississement dépend, aussi, des conditions extrinséques (température,
nature de solvant, pH) (Hotchkiss et al., 2002 ; Mesbabhi et al., 2005).

d. Emulsifiants :

Le pouvoir émulsifiant des pectines est influencé par les caractéristiques structurelles de
celles - ci et les conditions extrinseques comprenant la concentration en polymere et le pH de la

solution (Ngouemazong et al., 2015)

Des études ont mentionné la probabilité que le calcium induirait une floculation
liante(Leroux et al., 2003).D’autre travaux récents, ont montré que les pectines dépolymérisées
(préparées par hydrolyse acide d’une pectine de poids moléculaire 150 KDa) de poids
moléculaire inférieur a 80 KDa provenant des agrumes et des pommes, peuvent posséder de
bonnes caractéristiques de stabilisation d'émulsion méme si elles sont faiblement acétylées
(<0.8%).

Ce bon comportement d’émulsification s'est avéré pour €tre associé a une activité¢ de
surface beaucoup plus élevée de la pectine dépolymeérisée par rapport au citron ou a la pectine
normale de pomme (Akhtaret al., 2002).

e. Gélifiants :
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Les pectines sont capables de former des gels par différents mécanismes, quel que
soit leur degré de méthylation. Pour le cas des pectines HM, le degré d’estérification (DE)
conditionne la rapidité de la prise du gel, plus il est élevé, plus la formation du gel est rapide. Les
pectines faiblement méthylées (LM) sont capables de fixer fortement les ions divalents tels que
le calcium. Pour les pectines LM amidées, la cinétique de gélification est proche de celle des
pectines LM classiques, néanmoins, la présence des groupements amides permet la gélification

des pectines LM a pH acide inférieur a 3 (Capel et al., 2006).
> Gélification des pectines hautement méthylées :

La gélification des pectines HM est permise par un ensemble de liaisons
hydrogénes et d’interactions hydrophobes formant un réseau tridimensionnel, comprenant un

solvant (figure7).

® |ntéractions hydrophobes
Liaison hydrogéne

Figure 7 : Zone de jonction des pectines HM lors de la gélification (Tilly, 2010).

Les pectines HM sont capables de former un gel a pH acide (2.20 - 2.80) en présence d’un
sucre, par exemple : le saccharose (Voragen et al., 1995). Ces deux éléments favorisent les
interactions pectine - pectine plutdt que les interactions pectine - eau, ceci suite a la diminution
des répulsions électrostatiques (pH acide) et de 1’activité de 1’eau (présence de sucre) (Sato et
Miyawaki, 2008). Dans ce cas, le mécanisme de gélification correspond a la formation
d’interactions hydrophobes entre les groupements méthyles et les liaisons hydrogenes entre les
groupements carboxyliques des résidus d’acide galaturonique non estérifiés et les alcools

secondaires (Oakenfull et Scott, 1984).

> Gélification des pectines faiblement méthylées :

1
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La pectine LM possede moins de 50% de fonctions carboxyliques qui sont
estérifiées. Celle-ci posséde des interactions similaires a la pectine HM (liaisons hydrogénes et
liaison hydrophobes). Cependant, la pectine LM est capable de former des liaisons de

coordination en présence de cations donnant naissance a un réseau.

La présence de cations avec la pectine entraine la formation d’interactions entre
les chaines, formant des ponts cationiques. Ces associations sont responsables de la formation
d’un gel (Ravanat 1980) (figure 8). La force de ces interactions est influencée par des facteurs
intrinséques (masse molaire, régions ramifiées, distribution des groupements méthoxylés) et
extrinseques (pH, température et concentration en cation, nature du cation) (Capel 2005).
L’influence du pH est importante lors de la formation de ce type de gel. Pour un pH supérieur a
4,5, la pectine est chargée négativement par ses groupements carboxyles, ce qui assure une

attraction €lectrostatique et la formation d’un gel en présence de cations (Capel 2006).

Dans la littérature, plusieurs modeles se sont suivis pour décrire ces interactions. A noter
que dans ces modeles, les régions ramifiées et les fonctions d’acides estérifiées sont des facteurs
limitant des zones de jonctions. Ainsi, ce type de liaison est considéré comme stable lorsqu’au

moins sept motifs de répétitions d’acide galacturonique se suivent et participent aux liaisons de

Po=

Coll C"z.l

coordination (Powell, 1982).

W Procipito
lons calcium
Figure 8 : Mécanisme de gélification de la pectine LM (Tilly, 2010)

5.4 Utilisations des pectines :
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Les substances pectiques ont fait I’objet de nombreuses recherches portant notamment sur
leurs fonctions au sein de la paroi végétale, leur structure chimique et leur caractérisation en tant
qu’additifs. Toutes ces recherches ont conduit au développement de nombreuses applications de
la pectine dans divers domaines tels que : ’industrie cosmétique et plastique. Ces substances
pectiques sont essentiellement utilisées comme agents de texture, geélifiants, stabilisants et
épaississants (May, 1990 ; Thakur et al., 1997 ; Mesbahi et al., 2005). D’un point de vue
nutritionnel, les pectines sont considérées comme des fibres alimentaires qui exercent des effets
physiologiques sur le tractus intestinal en réduisant le temps du transit et 1’absorption du glucose
(Olano-Martin et al., 2002). Elles sont utilisées aussi comme ingrédient dans la préparation des

confitures, des marmelades et des gelées.

Les pectines sont employées dans la fabrication de I’emballage alimentaire comme films

comestibles biodégradables, respectant I’environnement (Espitia et al., 2014).

Les pectines sont aussi utilisées dans le domaine pharmaceutiqgue comme agents anti
diarrhée, pour la désintoxication et I’élimination du cholestérol dans le sang (VVoragen et al.,

1995).
6. Généralité sur la toxicité

La toxicologie est depuis longtemps reconnue comme étant la science des poisons. Elle
étudie les effets nocifs des substances chimiques sur les organismes vivants. Elle fait appel a une
multitude de connaissances scientifique. C’est une substance capable de perturber le
fonctionnement normal d’un organisme vivant. Il peut étre de source naturelle ou artificielle, ou

de nature chimique ou biologique. (Gilles, 2004)

La toxicité englobe I’ensemble des effets néfastes d’un toxique sur un organisme vivant.
Autrement dit, il s’agit de la capacité inhérente a une substance chimique de produire des effets

nocifs chez un organisme vivant et qui en font une substance dangereuse.

L’effet néfaste est 1ié a la dose, a la voie d’absorption, au type et a la gravité des lésions

ainsi qu’au temps nécessaire a 1’apparition d’une 1ésion. . (Gilles, 2004)
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1. Objectifs du travail :

Dans cette optique, Notre travail consiste a étudié la toxicité de la pectine qui est utilisé
comme un additif alimentaire rajoute dans la conserverie sur un micro-organisme, la

levure « Saccharomyces cereviasiae ».
2. Matériels biologique :

La souche que nous avons choisi durant cette étude est la levure instantanée boulangere

« Saccharomyces cereviasiae » .la levure est utilisée dans 1’élaboration du vin, du pain.

Le choix de cette espece est établi sur les caractéres suivants ; culture facile, conservation
de ses criteres biochimique, rapidité de croissance, aucun ne risque de variation génétique,

fermentation élevée.

Cellule meére

Bourgeon

-

Cicartrice
de bourgson.

Figure 9: Micrographie de S. cerevisiae (Tortora et Anagnostakos, 1987)
Matériel chimique :

Dans notre étude, nous avons choisi la pectine qui est le polysaccharide le plus complexe
Structurellement.

Ces substances ont fait 1’objet de nombreuses recherches portant notamment sur leurs
fonctions au sein de leur structure chimique et leur caractérisation en tant qu’additifs. Toutes ces
recherches ont conduit au développement de nombreuses applications dans des domaines aussi
différents que 1’industrie cosmétique, plastique et pharmaceutique,
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mais I’utilisation la plus importante se situe dans 1’industrie alimentaire ou les pectines
sont essentiellement utilisées comme agents de texture, gélifiants, stabilisants et épaississants
(Thakur et al., 1997 ; Mesbabhi et al., 2005).

3. Mode expérimental ;

Le présent travail a été effectué dans un des laboratoires pédagogique de la faculté 8 mai
1945 GUELMA

4. Preparation de la culture de levure ;
4.1 Lavage de levure :

La levure d’origine industrielle comme la levure de boulanger est conditionnée en pate ou
Iyophilisée & partir de culture menée dans un milieu riche en substrats. En conséquence, ces
substrats sont souvent présentes dans ces préparations et les levures mises en suspensions dans

I’eau respirent et/ou fermentent spontanément.

Dans ces conditions, il est difficile voire impossible de mener des mesures fiables sur le
métabolisme énergétique. Aussi, avant toute expérience comportant des mesures sur le
métabolisme énergétique, il est nécessaire de laver soigneusement les levures pour éliminer toute

trace de substrat dans le milieu (Pol, 1996).
4.2 Protocole de lavage ;

- Préparer une suspension de levure en mettant les cellules dans un tube a essai puis

rajouter de I’eau (Solution NaCl a 9 g/L) sur un vortex en agitant suffisamment.
- Centrifuger la suspension (3000 tours/ 5 min) et éliminer le surnageant.

- Remettre les cellules en suspension dans de 1’eau minérale (Solution NaCl a 9g/1)

en agitant puis centrifuger.

- Recommencer et mettre les levures en suspension dans le milieu désiré (Pol,
1996).
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4.3 La mise en culture ;

- Préparer une suspension de levure (1 g dans 100 ml de Tampon Phosphate) apreés
avoir procéder au lavage de levures, avec un pH= 5 qui est optimal pour le développement des
levures et trop bas pour permettre un développement de bactéries, de méme, la température de

26°c est optimale.
- Mettre en agitation douce et faire buller de 1’air pendant 2 heures.

- Préparer une dilution de 1/20 avec le milieu de culture dans une cuve standard

chaque 30 minutes.

- Apres avoir fait le zéro d’absorbance sur le milieu nutritif qui contient 1g de
glucose et de I’cau distillée (sans levures), Mesurer 1’absorbance de 1’échantillon dilué avec un
spectrophotomeétre (JENWAY 6100) a une longueur d’onde a A = 660 nm, sans oublier d’agiter

la cuve avant chaque mesure.

- Elaboration de la courbe de I’absorbance en fonction du temps, DO = f (T)

(pol,1996)
4.4. Traitement

Nous avons opté pour un type de toxicité qui nous permet d’obtenir une réponse
biologique en un temps assez court. De plus la recherche sur la toxicité sublétale est nécessaire
pour la compréhension des effets toxiques autres que létaux puisque ce sont ces effets qui

s’expriment le plus souvent dans les situations réelles de pollution environnementale.

D’apreés les tests de la toxicité de la pectine chez les rats, le groupe d'experts a approuvé
cette conclusion que dans des études subchroniques avec des pAOS dans Il'alimentation de rats,
une NOAEL de 1 700 mg/kg pc par jour a été identifiée et une exposition affinée allant jusqu'a
442 mg/kg p.c. par jour pour les enfants en bas age de ces catégories (scénario "fidéle a la
marque™) a été estimee. Selon les données nous avons choisi une échelle de concentrations qui

varie entre 3.25g et 3.75g.
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a partir de la poudre du pectine,nous avons préparé quatre solutions , chacune de ses
dernier contient une concentration de pectine dans un 950ml de milieux de culture ( I’eau —

glucose) correspondant respectivement a 3.25, 3.4, 3.5, 3.75 g\l et un échantillon témoin (T).
5. les parametres a étudier ;
5 1 cinétique de croissance cellulaire ;

Le parametre physiologique étudié est la cinétique de croissance des levures qui

s’effectue par la mesure de la densité optique DO a la longueur d’onde A = 660nm en fonction du
temps (Pol, 1996).

Selon les différents traitements de pectine effectués dans des milieux de culture et une

cinétique de croissance est suivie en fonction du temps pour les témoins et les traitées d’apres le
protocole suivant :

0,5g de

0,5g de 0,5g de 0,5g de 0,5gde
levure+ levure+ levure+ levure+ levure+
50ml de 50ml de 50ml de 50ml de 50ml de
tampon tampon tampon tampon tampon
phosphate+ phosphate+ phosphate+ phosphate+ phosphate+
950 milieux de 950 milieu de 950 milieu de 950 milieu de 950 milieu de
culture culture + culture + culture + culture +
3,25mgdu 3,4 mgdu 3,5mgdu 3,75mgdu
pectine pectine pectine pectine

!

!

| C2

!

C3

Figure 10 : explication du protocole de la cinétique de croissance.

|

C4
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|

Lecture de la densité optique a 660nm en temps courts ;

- TOmin

- T30min

- Tih

- T1h3omin
- T2h

- T2h3omin

Lecture de la densité optique a 660nm en temps long ;

- 24h
- 48h
- 72h

5-2 dosages des proteines totales ;
5.2.1. Principe de la méthode ;
Les protéines sont mesurées par colorimétrie selon la méthode de Bradford (1976).

Cette méthode est basée sur le changement d absorbance, se manifestant par le changement de la
couleur du bleu de Coomassie apres liaison avec les acides aminés aromatiques et les résidus
hydrophobes des acides aminées présents dans | ou les protéines.

5.2.2 Technique de dosage des protéines ;

1m|du milieu \ \ \ 4ml \ \ Rebos
de culture- Broyage Ultrason Agitation 5rr?in
0,8ml d’eau / BBC / /

Lire la longueur d’onde a - 595nm (spectrophotometre type SPECTRUM SP-UV 2005)
Figure 11 : protocole expérimentale du dosage des protéines (bradtfort,1976)

5-3_ Mesure de I'activité Catalase (CAT):
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La mesure de l'activité Catalase (CAT) est déterminée selon la méthode de Regoli et
Principato (1995) dont le principe repose sur la variation de la densité optique consécutive a la

dismutation du Peroxyde d'hydrogene (H202) & une longueur d'onde de 240 nm.

La levure est broyé aux ultrasons dans 1 ml de tampon phosphate (0,1 M, pH 7).
L'homogénat est centrifugé a 15000 g/ 10 min et le surnageant récupéré servira comme source

d'enzymes.

Pour un volume final de 1 ml, le mélange réactionnel contient: 20 pl de surnageant, 200
pl de Peroxyde d’hydrogéne H202 (500 mM) et 780 pl de tampon (0,1 M, pH 7,5).

La réaction est déclenchée par I'addition d'eau oxygénée.

L'activité Catalase est calculée selon la formule suivante:

ADO x 10
€xLx0,05 X mg de protéines

Activité CAT (umol/min/mg prot) =

X : umoles de H202 consommées par minute et par mg de protéines.

A Do : différence de la densité optique obtenue aprés hydrolyse du substrat.
& : Le coefficient d’extinction linéique molaire est de 40 M, Cm*

L: Longueur de la cuve utilisée (1cm).

mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.

La décroissance de lI'absorbance est enregistrée pendant une minute toutes les 15 secondes

(spectrophotometre, Jenway 63000) pour une longueur d'onde A = 240 nm.
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1 Effet de la pectine sur la croissance des levures :

Les courbes de croissance représentent des données quantitatives permettant d’effectuer

une analyse fiable de I’effet toxique d’une substance donnée.

La figure ( 12) représente 1’effet de concentrations croissantes (3.25, 3.4, 3.5, 3.75 g/l )
de la pectine sur les variations de la densité optique durant des temps courts (1h, 2h, 3h, 4h) et
des temps longs ( 24h , 48h , 72h).

On observe une stabilité de croissance des cellules témoins durant les 3 premieres heures,

sachant que la DO dépasse 0,1nm (c’est la phase de latence).

Dans la deuxieme phase (de 3h a 48h) il y a une augmentation de la vitesse de croissance

qui atteint 0,694 nm (c’est la phase exponentielle). Puis elle redevient stable dés les 72 heures.

Parallelement, nous remarquons que les cultures des deux faibles concentrations (3,25 g/l,
3,49/1) suivent le méme rythme des cellules témoins.

Par contre, les traités par la troisieme concentration (3,5g/1) ont pris plus de temps dans la
phase de latence jusqu’a la 4°™ heure pour atteindre la phase exponentielle avec une DO= 686

nm.

Au dernier, les traités par la quatriéme concentration (3,75g/l) ont rapidement atteint la
phase exponentielle pour arriver a une DO= 0.616 nm et tout de suite reprendre une phase

stationnaire.

_ 08
207
=]
c 0.6
@ 0.5 Témoin
o 0.
£ 0.4 /
a —3,25g/L
‘s 0.3
o 0.2 / 3,4g/L
S 0.1 - 3,5 g/L
[=)
0 T T T T T T T 1 —3’75 g/L
O T T m I £ I T
F a0 N F 9 < 00 «~
- - N g~
- -
temps (heures) n=3

Figure 12: Effet de la pectine sur les variations de la croissance des Saccharomyces cerevisiae.
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2_Effet de la pectine sur le taux des protéines totales des levures :

La figure (13), illustre I’effet de la pectine sur les variations du taux de protéines totales
chez les levures traitées par les différentes concentrations (3.25, 3.4, 3.5, 3.75 g/l) par rapport

aux témoins.

Ainsi, Nous remarquons une stabilité du taux des protéines des cellules témoins et des
traitées aux faibles concentrations (3.25, 3.4, 3.5 ¢/l) pendant les 4 premieres heures a 0.03
pg/ml. Le taux de protéines totales augmente suivant les différentes phases de croissance des

levures pour atteindre un taux de 0,07 pg/ml aux 48 heures suivantes.

Par contre, le taux des protéines chez les cellules traitées par la plus forte concentration
(3,75g/1) augmente plus tot que les autres cultures dés les 3 premiéres heures jusqu’a arriver a un
taux de protéines égale a 0,068 pg/ml dans les 24 heures suivantes puis se stabiliser dans la

phase stationnaire.

0,09
0,08
0,07
E 0,06
=
=
]
; 0,05
e Iémoin
-
® 0,04 —3.25 g/L
-8
§ - 3.4g/L
= 0,03
- 35g/L
0,02 3.75 g/L

0,01

TH T2H T3H TAH T24aH TA8H
Temps (heures)

n=3

Figure 13: Effet de la pectine sur les variations des protéines totales chez Saccharomyces

cerevisiae.
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3_Effet de la pectine sur P’activité du Catalase des levures :

La figure (14), démontre I’effet de la pectine, sur les variations du taux de la Catalase
chez les levures traitées par différentes concentrations (3.25, 3.4, 3.5, 3.75 g/l) par rapport aux
témoins.

On observe dans cette figure que le taux de la Catalase chez les cultures témoins et
traitées aux plus faibles concentrations (3.25¢/1 et 3.4g/l) de la pectine est dans un intervalle de
16,885 a 18,728umol/mn/mg prot qui est presque le méme, tandis qu’il est de 23,240
pmol/mn/mg prot chez les traitées par la concentration 3.5 g/l qui est le taux le plus élevé de
Catalase par rapport aux témoins. Cette enzyme chez la plus forte concentration attient le plus
faible taux qui est de 14,732 umol/mn/mg prot.

30 -

20 -
15 4
10 -
n=3
5 -
0' T T T T

Témoin 3,25 g/l 3,4 ¢/ 3,5g/ 3,75 g/I
Concentration en umol/I

Taux de la catalase en (umol/mn/mg prot)

Figure 14: Effet de la pectine sur les variations de la Catalase chez Saccharomyces cerevisiae.
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CHAPITRE 1V : Discussion et conclusion

Discussion :

Les additifs alimentaires sont les outils indispensables et nécessaires des industries
agroalimentaires. Nulle autre catégorie de composés chimiques n’est, d’une part, aussi
dépendante des besoins et demandes humaines et, d’autre part, a la fois tributaire et initiatrice

d’avancées technologiques. (Brigand et al., 1998)

En raison de la quantité et de la diversité des additifs présents dans I'alimentation, il peut
étre tres difficile d'établir le lien entre un probléme de santé et les additifs, et d'isoler la substance
responsable d'un probléme de santé particulier. Certains additifs sont reconnus comme
potentiellement cancérigenes avec la présence de nombreux autres effets déléteres sont
rapportés. Parmi les plus courants, communs a de nombreux additifs, on compte notamment : les
allergies, [I'hyperactivité, I'asthme, les insomnies, les troubles digestifs, les troubles
neurologiques, les rhinites, les atteintes a un organe en particulier comme le foie ou les reins.
Certains additifs sont méme fortement suspectés d'étre mutagenes, et de favoriser les

malformations congénitales. (Gouget, 2014).

La propriété gélifiante des pectines leur donne un grand intérét dans l'industrie
alimentaire. Elles sont aussi utilisées comme ingrédient dans la préparation des confitures, des
marmelades et des gelées. Des études récentes de Sriamornsak, (2003) et Voragen et al. (1996)
cités par Visser et Voragen (1996) ont montré que les pectines peuvent étre utilisées comme
stabilisateur d'émulsion. Ces derniéres sont également utilisées comme stabilisateur pour les
acides (des produits laitiers). On leur trouve des applications dans le domaine pharmaceutique ou
elles sont utilisées comme agents anti diarrhée, pour la désintoxication, régulateurs et protecteurs
gastro-intestinaux. Elles ont notamment un effet efficace pour I'élimination du cholestérol dans le
sang (Garcia-Diez F et al., 1996).

Il est important d’évaluer le comportement et d’étudier la toxicité des additifs alimentaires
dont la pectine dans les populations d’organismes constituant les premiers maillons de la chaine

alimentaire (Angélique, 2008).

Le fait que quelques microorganismes soient des eucaryotes dotés de toutes les structures

d’une cellule de métazoaires permet 1’extrapolation des moindres variations.
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Nous avons choisi la levure «Saccharomyces cerevisiae » comme modéle biologique, car
I’utilisation des champignons microscopique comme les levures dans ces tests sont efficaces car
ces derniers sont caractérisés par leurs croissances rapides et leur vaste distribution dans
I’environnement naturel. Elles ont une grande sensibilité vis-a-vis des variations de

I’environnement (polluants). Ce qui les rends d’excellent bio-indicateur. (Perez-Rama, 2001)

Pour une évaluation d’une toxicité subaigué de la pectine sur la levure, nous avons étudié

quelques parametres physiologique et biochimique.
1) Quel sont les effets de la pectine sur la croissance cellulaire ?

Les xénobiotiques sont des molécules étrangéres a 1’organisme, en général de nature
organique, et susceptibles d’exercer des effets toxiques en fonction de la période, la durée et la
dose d’exposition. On peut classer également dans cette catégorie aussi bien les contaminants

alimentaires que les médicaments.

En présence d’un xénobiotique 1’organisme cellulaire ajuste son comportement
aux facteurs de stress toxique présents, ce résultat est en accord avec les travaux de Hellung-
Larsen et al. (1993). Tous les xénobiotiques testés des études précédentes sont toxiques
directement a travers une atteinte de 1’environnement immédiat des animaux (milieu) ou
indirectement en réduisant leur croissance par le biais d’une atteinte de leur systéme endocrinien

ou en induisant une immunosuppression (Sparling et al., 2000).

L’évaluation des effets cytotoxiques d’un xénobiotique peut étre réalisée en utilisant
différents paramétres, parmi lesquels la croissance cellulaire qui est un excellent bio indicateur
d’une éventuelle toxicité (Sauvant et al., 1999 ; Perez-Rama et al., 2001). Ce parametre peut
étre évalué par un dénombrement de cellules ou la mesure de la densité optique de la culture

biologique.

Toutes perturbations de la croissance (inhibition ou stimulation) reflétent I’état du
métabolisme cellulaire. Plusieurs travaux ont mis [’accent sur la croissance cellulaire dans

I’appréciation et le screening de divers xénobiotiques.
Nos résultats montrent que les cellules témoins ainsi que les traitées par les plus
faibles concentrations n’ont pas été influencé par la Pectine ce qui a été bien déterminé par les
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differentes phases de croissances des micro-organismes de la phase de latence a la phase de

déclin.

L’impact du stress oxydatif est plus sensible pour les cellules en phase exponentielle
qu’en phase stationnaire (Jamieson et al.,1994; Izawa et al., 1996). Ce qui exilique le passage
rapide des cellules traités par les plus fortes concentrations de la pectine de la phase
exponentielle en phase stationnaire. Malgré ces faibles perturbations, La croissance n’a pas été
inhibée. Ceci n’indique pas un impact négatif aboutissant a une toxicité de la pectine sur la

levure.

Les microorganismes en présence de xénobiotique, toxines ou composés peroxydés par
exemple, ont la capacité de développer un processus de détoxification et ce processus est d’ordre

biochimique (Peccini et al., 1994 ; Massaya et al., 2002 ; Redouane-Salah, 2004).

L’hypotheése la plus plausible avancée, est la formation de «radicaux libres». Une
premicére origine des phénomeénes radicalaires est la formation initiale de 1’anion superoxyde, le

plus courant des radicaux oxygénés libres (ROL).

2) Quel sont les effets de la pectine sur le métabolisme des protéines

Soumis a un stress exogene, les microorganismes ont la capacité de développer toute une
batterie de réponses capable d’enclencher un processus de détoxification, vis-a-vis des
xénobiotiques afin de lutter, et/ou de s’acclimater face au stress chimique (Lagadic et al., 1997 ;
Perez-Rama,2001). Ce processus est d’ordre biochimique et consiste entre autres en la synthése

de protéines (Davies, 1987).

Pendant la fermentation, lors de la production des boissons alcoolisées, du bioéthanol ou
des autres produits fermentés, la levure Saccharomyces cerevisiae est stressée par 1’augmentation
de la concentration en 1’éthanol dans le milieu (Attfield, 1997; Aguilera et al., 2006; Hirasawa
et al., 2007; Ding et al., 2009; Zhao and Bai, 2009; Ma and Liu, 2010; Stanley et al., 2010).
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L’¢éthanol influence le métabolisme, la biosynthése des macromolécules (production des
protéines « heat-shock »), diminue la vitesse d’accumulation des protéines, dénature des

protéines intracellulaires,... (Hu et al., 2007; Ding et al., 2009).

Il en est de méme des travaux de Chagra et al. (2007); Azzouz (2012) Amamra
et al. (2015) et Boucenna (2009), qui ont mis en évidence une augmentation significative du
taux de protéines sous I’effet d’un stress chimique chez des modeles biologiques différent

protistes ciliés ou encore les tétards.

Les interactions entre les protéines et la pectine deviennent de plus en plus nombreuses
avec la diminution du pH du systéeme mixte (protéines de lactosérum-pectine) qui s’accompagne

avec I’augmentation de la charge positive des protéines. (Jones et al., 2009).

Cette augmentation des pools de protéines totales pourrait étre due a ’activation de geénes
dont le géne HSPs (Heat shock proteins / les protéines de choc thermique) responsable de
I’induction du pool de protéines chez la levure Saccharomyces.S. Soumis a un stress abiotique

pouvant entrainer une forte perturbation de croissance comme le confirme (Wang, 2016).

Les protéines sont les constituants majeurs de la cellule et toute fluctuation de leur taux
peut étre considérée comme une réaction au xénobiotique, le démontre le travail de recherche de
khebbab(2016).Ainsi I’augmentation des teneurs en protéines cellulaires chez les levures traitées

témoigne I’induction des systémes enzymatiques en vue de neutraliser la production des ROS.

Nos résultats sont en accord avec les travaux suscités, en effet, nous avons pu mettre en
évidence une atteinte du métabolisme des levures a travers la perturbation du taux de protéines
totales. Selon Benosmane (2015), lorsque le changement (stress) n’est pas intense et les
concentrations de xénobiotique dans 1’organisme sont encore faibles, I’organisme déploie une
batterie de réponses a travers 1’activation de leurs mécanismes de détoxification afin de lutter, de
survivre et de s’acclimater a ce nouveau parametre. Il en est ainsi de ’induction des enzymes de
la métabolisation/détoxification pour la prise en charge du xénobiotique tant que la balance

xenobiotique/enzyme penche pour le second parametre.

3) Quel sont les effets de la pectine sur les bio- marqueurs

enzymatiques (la Catalase) ?
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Le déséquilibre entre les oxydants et les antioxydants est la cause du stress oxydatif, dans

lequel I’activité de 'oxydant est supérieur a la capacité de neutralisation I’antioxydant.

(Lykkesfeldt et Sven dsen, 2007).

L’accumulation des DRO active le métabolisme antioxydant et accélére le mécanisme
d’élimination des radicaux libres, y compris 1’activité enzymatique (Jamieson et al., 1998;
Sugiyama et al., 2000; Pereira de Jusus et al., 2003; Lu et al., 2005; Franca et al., 2007;
Skoneczna et al., 2007; Veal et al., 2007, Benosmane et al.,2015).

Certains principales enzymes antioxydantes comme la Superoxydes-dismutase(SOD), la
Catalase (CAT),et les molécules activatrice d’enzymes tel que a Glutathion peroxydase(GPX), la
Glutathion réductase(GR), la Glutathion S-transférase(GST)(Matés,1999),ont des mécanismes
de défense enzymatique et non enzymatique dans les cellules des microorganismes, qui de
maniere générale , suffissent a renverser le stress oxydant appelés antioxydants(wassmann et
al.,2004).

Nous nous somme intéressé a certaines enzymes qui sont encore plus importantes dans le
role de détoxification de ROS :

Les enzymes catalases (Catalase A peroxysome et Catalase T cytoplasmique codées par
deux genes CTALl et CTT1) (Franca et al.,, 2005) peuvent réduire ’H202 et produire la
molécule d’oxygeéne. Garre et al. (2010) ont étudié I’oxydation intracellulaire de la levure
pendant la déshydratation (Garre et al., 2010). L’oxydation peut augmenter jusqu’a 70% chez
les souches dont la Catalase cytoplasmique manque ; la tolérance envers la déshydratation est en
conséquence réduite. Cela démontre le réle de la Catalase dans la maintenance de la balance

redox pendant la déshydratation (Franca et al., 2005; Garre et al., 2010).

Cherait et Djebar (2013) ont rapporté une augmentation de I’activité Catalase chez la
levure Saccharomyces cerivisiae soumis a un stress chimique. Il en est de méme des travaux de
Moumeni et al. (2016) et de Benosmane et al. (2015) qui ont mis en évidence une
augmentation significative du taux de I’activité Catalase sous I’effet d’un stress chimique (un
fongicide xéno-cestrogéne et le Cycloxydin respectivement) chez des modeles biologiques

différents respectivement des protistes ciliés Paramecium sp. et les tétards Rana saharica.
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Nos résultats sont en accord avec les travaux suscités, en effet, nous avons pu mettre en
évidence une atteinte du métabolisme des levures a travers I’augmentation du taux de la
Catalase. La faible augmentation de cette enzyme chez les cultures de levures traitées dépendante
de ’augmentation de la concentration de la pectine. Cette accroissement va dans le méme sens

que les cultures témoins (dépendante également des phases de croissance cellulaire).

Ceci explique I’intervention du systéme antioxydant en présence d’un stress chimique

pour la maintenance de I’équilibre cellulaire.

Conclusion

Les microorganismes stressés subissent des changements de leur environnement. Les
Saccharomyces cerevisiae sur lesquelles nous nous sommes appuyés pour mener nos recherches,
constitue un matériel de choix pour les études toxicologiques. C’est un champignon
microscopique efficace pour les recherches et les études scientifique par leur croissance rapide et

leur vaste distribution dans 1’environnement naturel.

Pour une contribution a I’étude de la toxicité de la pectine a des concentration choisis
(3.25, 3.4, 3.5, 3.75 g/l) et en offrant un milieu favorable de la croissance des levures pour

éviter toutes sortes de stresse extérieur, nous avons pu conclure que :

- Au niveau physiologique, la croissance de ces microorganismes est perturbée sous

I’effet des différentes concentrations de la pectine.

- Au niveau biochimique, le métabolisme des protéines ainsi que la Catalase qui est

un bio marqueur antioxydant sont perturbes sans qu’il y ait une véritable toxicité.

Ceci explique le déclanchement du systéme antioxydant lors de la détoxification de la

cellule et le maintien de 1’équilibre cellulaire

De ce fait la pectine n’est pas vraiment toxique aux concentrations choisies dans la

présente étude.

La levure est un excellent bio indicateur de pollution.
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Perspectives :

A partir de notre étude et des résultats obtenus, il serait intéressant de ressortir les

perspectives suivantes :

o Impact toxicologique de concentrations supérieures (a celles utilisées dans notre travail)

sur la levure Saccharomyces cerevisiae.

. Etude de Deffet de la pectine sur le métabolisme d’autres macromolécules

particulierement les glucides et les lipides de Saccharomyces cerevisiae.

o Evaluation de la toxicité d’autres émulsifiants chez d’autres modéles biologique animale.
o Etude de I’effet de la pectine sur d’autres enzymes antioxydants tel que Le glutathion

o Etude de I’Effet du complexe de bio-polyméres (Glutathion) sur la protection de la
levure.
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