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Introduction

La technologie d'encapsulation a gagné une importance en raison de leur capacité a
développer des ingrédients fonctionnels adaptés aux secteurs de I'alimentation et de la santé.
L’encapsulation est un processus par lequel des substances sont enfermées a l'intérieur d'un
matériel dispersé dans le but de les immobiliser, de les protéger, de les libérer de maniere
contrélée et de les rendre fonctionnelles (Vandamme et al., 2007). Elle aide également a
préserver l'ingrédient contre les altérations chimiques, physiques ou biologiques, a neutraliser
les odeurs potentielles, et a assurer une délivrance précise de I'ingrédient a son lieu d'action.
De plus, I'encapsulation améliore la conservation de I'ingrédient et prolonge sa durée de vie

dans le produit alimentaire (Dardelle et al., 2012).

Les racines et les feuilles de diverses sous-espéces de navet sont largement utilisées
pour leur potentiel inhibiteur de la carcinogénese, démontrant des activités significatives
contre divers types de lignees cellulaires cancéreuses (Sohail et al., 2018).C’est un légume
riche en antioxydants reconnus, incluant les vitamines C et E, les caroténoides, ainsi que des
enzymes antioxydantes telles que la catalase, la superoxyde dismutase (SOD) et la peroxydase
présentes dans les légumes a 1’état frais (Singh et al., 2010). Les especes de Brassica
possédent un potentiel anticancéreux grace a leurs composes bioactifs (Herr & Biichler,
2010). Ces derniers atténuent le stress oxydatif, stimulent la réponse immunitaire, diminuent
les risques de cancer et sa gravité, préviennent les mutations et limitent aussi la croissance des

cellule cancéreuses (Boivin et al., 2009).

L’intérét des enzymes en biotechnologie est en hausse en raison de leurs bénéfices
économiques et écologiques, qui sont supérieurs a ceux des catalyseurs chimiques (Agostini et
al., 2002). Les peroxydases sont largement utilisées en raison de leur importance biologique
considérable et de leur exceptionnelle stabilité a la chaleur et aux réactions chimiques (Diao et
al., 2019).La superfamille dite « peroxydases de plantes, champignons et bactéries »,est
composée de protéines présentant toutes une structure tridimensionnelle similaire(Edwards et
al., 1993). Les peroxydases produites par les plantes, appartenant a la classe Il , jouent un
réle important dans plusieurs aspects physiologiques elles interviennent notamment dans le
métabolisme des parois cellulaires, le metabolisme hormonal, la réponse aux stress abiotiques,
ainsi que dans les interactions entre les plantes et les micro-organismes pathogenes et les

ravageurs (Delannoy et al., 2013). La peroxydase (POD) est souvent employée comme
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marqueur biochimique en raison de sa capacité a subir des variations d'activité et de

composition (Gaspar et al., 1992).

L’objectif de notre étude est d’encapsulé les peroxydases de 1’extrait brut du navet
rouge selon quelque parameétre. Pour cela nous avons utilisé le procédé de la
microencapsulation en double émulsion dans des particules polymériques, en utilisant 1’acide

poly lactique (PLA)

Cette étude se divise en trois parties principales :

e La premiere partie consiste a présenter des généralités sur le navet, les peroxydases, et
I’encapsulation.

e La deuxiéme partie présente le matériel et les méthodes utilisées pour étudier les
conditions optimales qui influencent sur I’efficacité d’encapsulation de 1’extrait de
navet (la vitesse d’agitation, le temps d’évaporation de solvant et le volume de la
phase ( W/O/W) en utilisant systéme de surface de reponse JMP, utilisation des
techniques de carcterisation des microcapsules de 1’extrait du navet rouge obtenues de
la formulation optimale.

e Latroisieme partie est consacré a la discutions et interprétation des résultats obtenus.
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I.  Navet rouge

1. Historique

Au Xlle siecle, le terme “navet” est apparu sous la forme “Naviet”, dérivant de 1’ancien
frangais “Nef” (Araar, 2011). Le navet appartient au genre Brassica, de la famille des
Brassicaceae. Brassica regroupe de nombreuses cultures importantes (Sun, 2015).

Autrefois, le navet était un aliment largement consommeé et constituait une source vitale
de nourriture pour les humains et les animaux dans diverses civilisations anciennes et
modernes. Cependant, avec 1’introduction de la pomme de terre et du haricot, sa popularité a
diminué. Originaire d’Europe, d’Inde et d’Asie centrale, le navet a été cultivé et apprécié
pendant des siécles. Aujourd’hui, il est largement utilisé dans le monde entier en tant que
source de légumes et d’huile (Paul et al, 2019). Les Grecs et les Romains étaient familiers
avec de nombreuses variétés de navets (Ménard, 2015). En 1541, Jacques Cartier a introduit le
navet en Ameérique, ou il reste un aliment trés consommé en Europe. Cette répartition
géographique a donné naissance a deux principales races de navets : la race occidentale, qui
se caractérise par ses formes oléagineuses, et la race orientale, qui présente des formes
végetales (Paul et al, 2019).

Dans les régions de 1’ Afrique tropicale, la culture de Brassica rapa est parfois rapportée
comme légume dans de nombreux pays et il est probable qu’elle soit présente dans tous les
pays, avec le pétsai comme variété la plus répandue (Latham, 2014).

2. Description

Le navet est une plante herbacée bisannuelle cultivée comme légume-racine. Ce
Iégume-racine ne se présente pas comme une veéritable racine, mais plutét comme une « tige

enflée qui se développe sous la terre » (Polidoro, 2008).

Ces plantes sont « pratiqguement rondes et blanches, avec de fines feuilles rugueuses

recouvertes de poils épineux » (Figure 1) (Polidoro, 2008).

- Feuille : La plante forme une rosette atteignant une hauteur comprise entre 20 et 40
cm, avec environ quinze feuilles entieres ou découpées de forme ovale, recouvertes de
poils rugueux (Figure 1B) (Catherine et al., 2008) .

- Fleur : Elles sont d'une couleur jaune pale se présentent en grappes compactes au
sommet, ouvertes a I'égalité et au-dessus des bourgeons terminaux, et s‘ouvrent vers le
haut a partir de la base du raceme (tela, 2013).
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_ Racine : Le navet est planté pour ses racines charnues, qui peuvent étre allongées ou
rondes, et il est utilisé a la fois comme légume et comme aliment pour le bétail (Figure
1A) (tela, 2013).

Figure 1: Racine de navet (A) et feuilles de navet (B) (M. Cartea et al., 2021).
3. Origine géographique

Brassica rapa se rencontre sur I'ensemble des continents, avec une prédominance dans
les régions tempérées et a des altitudes plus élevées dans les régions subtropicales (Acevedo
& Strong, 2012). Ils sont largement cultivés dans de nombreuses régions du monde. Ont été
cultivés pour la premiére fois en Asie ensuite répandus en Europe et dans d'autres régions du
monde grdce aux échanges commerciaux et aux migrations humaines (Ignatov, 2008).
Typiquement, on trouve le Brassica rapa dans les basses terres cotiéres, ainsi que dans les

régions montagneuses a haute altitude et les zones alpines des hautes sierras.

4. Classification
Le genre Brassica, également connu sous le nom de cruciféres, est le plus important de
la famille des Brassicacéess (Sanlier & Guler, 2018)
La classification botanique du navet est donnée comme suit :
Famille : Brassicacées.

- Reégne : Plantae.
Sous-famille : Brassicoideae.

- Domaine : Eukaryota.
- Classe : Magnoliopsida.
- Ordre : Capparales.

Genre : Brassica.
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5. Composition de navet
Le navet, un légume racine, est reconnu par sa richesse en nutriments et en composes
phytochimiques qui favorisent la santé. Sa composition chimique se caractérise par les
éléments décrits dans le tableau I.

Tableau I : Composition analytique moyenne de légume navet par 100 g (Araar, 2011)

Nutriment Navet cru Efuuélles de navet
Eau (g) 91.87 91.07
Energie (Cal) 27 27
Protéine (g) 0.9 15
Lipides totaux (g) 0.1 0.3
Glucides (g) 6.23 5.73
Fibres totales (g) 18 3.2
Minéraux

Calcium (mg) 30 190
Fer (mg) 0.3 11
Magnésium (mg) 11 31
Sodium (mg) 67 40
Phosphore (mg) 27 42
Potassium (mg) 191 296
Zinc (mg) 0.27 0.19
Cuivre (mg) 0.085 0.35
Manganése (mg) 0.134 0.466
Vitamines (mg)

Vitamine C 21 60
B-1(thiamine) 0.04 0.07
B-2(riboflavine) 0.03 0.1
B-3(niacine) 0.4 0.6
B-5(acide pantothénique) 0.2 0.38
B-6(pyridoxine) (mg) 0.09 0.263
Acide folique (mcg) 15 194
Vitamine A (1.U) 0 7600
Vitamine E (mcg ATE) 0.03 29
B-12 (mcg) 0 0
Vitamine A (mcg RE) 0 760
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6. Composition phytochimique

La composition phytochimique du navet contient une variété de composes vegétaux

bénéfiques pour la santé, notamment des glucosinolates, des polyphénols, des caroténoides et

des flavonoides (Kapusta-Duch et al., 2012). De plus, ces légumes contiennent des

glucosinolates contenant du soufre, des anthocyanes, des flavonoides, des terpénes, du

sulfoxyde de S-méthylcystéine, des coumarines et d'autres petits composés, qui sont des

métabolites végétaux utiles (Cartea et al., 2011).

Importance de navet

Les glucosinolates présents dans le navet sont associés a des propriétés
anticancéreuses. De plus la vitamine C aider a prévenir la croissance et la propagation
des cellules cancéreuses (Kapusta-Duch et al., 2012b).

La vitamine C protége le corps contre les dommages causés par les radicaux libres et
améliore I’absorption du fer. Elle contribue également a la régulation du cholestérol

sanguin (Kapusta-Duch et al., 2012b).

Le navet contint des nutriments essentiels pour la santé osseuse ,tel que le calcium et
le phosphore (Ariane, 2019).

Ses composes peuvent aider a réduire la pression artérielle et a protéger les vaisseaux
sanguins (Bazzano et al., 2003).

Il est faible en calories et riche en fibres, ce qui favorise une digestion saine et peut
aides a la perte de poids (Ariane, 2019).

La vitamine A présente dans les feuilles du navet est essentielle pour la vision et la
santé de la peau (Ariane, 2019).

Peroxydases

Définition

Les peroxydases sont un groupe d’enzyme qui catalyse I’oxydation d’un substrat par

peroxyde d’hydrogéne ou un peroxyde organique. La plupart des peroxydases sont des

protéines de I’héme ferrique qui renferment de la ferriprotoporphyrine IX en tant que

cofacteur et du calcium (Takabe et al., 2001). Elles sont principalement localisées dans la

paroi cellulaire et participent activement a divers processus tels que la croissance, le

développement et la défense des plantes (EI Mansouri et al., 1999). Elles font partie des
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enzymes oxydoréductases leur fonction principale est de catalyser des réactions dans
lesquelles H>O» est I'accepteur d'atomes d'hydrogene, ce qui leur permet de fournir une

protection vitale contre le stress oxydatif.

2. Nomenclature (EC)

La nomenclature EC est un systtme de classification des enzymes basé sur les
réactions chimiques spécifiques qu'elles catalysent (Delannoy et al., 2013). Le code EC de la
peroxydase est (EC : 1.11.1.7), appelées aussi peroxydase de classe Il (Nisha Rani & Emilia
Abraham, 2006) qui est structuré de la maniére suivante :

- 1 Signifie une oxydoréductase ;
- 1.11: regroupe les oxydoréductases qui agissent sur les peroxydes comme accepteurs

d’électrons ;

- 1.11.1 : implique celles qui utilisent H2O, comme peroxyde ;
- 1.11.1.7 : indique précisément une peroxydase.

3. Structure
Les peroxydases sont constituées d'une chaine polypeptidique qui inclut un groupe
prosthétique de type heme (Nnamchi et al., 2016). Cette structure distinctive qui leur confere

leurs propriétés catalytiques (Figure 2).

Porphyrine

e
: - CH3
/- s A cH2
Sl
’> AL n—L
ENES
Var ik [ Q-
{ " >~ CH3
\-\.-_, T A% \/\\7/
\' CH2
\Cuz
-~
.rc\
oH

Peroxydase

Figure 2 : Structure de la peroxydase (Baaziz, 2018)

4. Classification des peroxydases
Il n’existe pas une unique peroxydase mais plutdt une diversité de peroxydase, car ce
type d'enzyme est présent chez quasiment tous les étres vivants, incluant les animaux, les

végétaux, ainsi que les microorganismes tels que les champignons et les bactéries, elles sont
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absentes uniquement chez les anaérobies stricts, qui considerent I'oxygene moléculaire

comme un toxique (Nagai et al., 2002).

— Halo-Peroxidases

=1 NADH Peroxidases

= Non-Heme Peroxidases Thiol Peroxidases
O
(7p]
(qo] =1 Manganese Catalase
©
>< = Alkylhydro-Peroxidases
o
| -
(ab) Peroxidase-
D_ Cyclooxygenase Class | Peroxidases
Superfamily (PCOXS)
=  Heme Peroxidases

Peroxydase-Catalase -
Superfamily L Class Il Peroxidases

Class I1 Peroxidases

Figure 3 : Classification des peroxydas (Pontsho et al., 2020)

Les peroxydases sont classifiées en deux superfamilles (Figure 3) selon leur séquence en
acides aminés (Welinder, 1992). La premiere catégorie comprend les peroxydases spécifiques
aux animaux, tandis que la seconde englobe celles trouvées chez les plantes, les champignons
et les bactéries. Ce dernier est devise en 3 classes : la classe | regroupe les peroxydases
d'origine bactérienne avec une activité catalase ; la classe Il comprend les peroxydases
sécretees (extracellulaires) par les champignons, comme la lignine/manganese peroxydase ; la
classe Il est constituée des peroxydases sécrétées par les plantes, parmi lesquelles la plus

étudiée est la peroxydase de type HRP.

5. Peroxydases végeétales
Elles sont des protéines glycosylées qui contiennent de 1’héme, formant ainsi des
hémoglycoprotéines. Leur structure se caractérise par la présence d'un héme central, situé
entre le domaine distal (extrémité N-terminale) et le domaine proximal (extrémite C-
terminale) de la protéine. Ainsi, I'neme agit en tant que groupement prosthetique de I'enzyme,

tandis que la chaine polypeptidique constitue I'apoenzyme (Figure 4) (Henriksen et al., 1998).
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CH;

Figure 4 : Structure tridimensionnelle de la peroxydase (Veitch, 2004)

6. Site actif de la peroxydase végétale

Le site actif de la peroxydase est principalement centré autour de I'héme, une
protoporphyrine IX liée a un atome de fer ferrique Fe3+. Lorsque I'enzyme est au repos, cet
atome de fer ferrique établit quatre liaisons avec des atomes d'azote de la protoporphyrine et
une liaison avec le groupement imidazole de I'histidine 170. Du c6té distal de I'héme, trois
acides aminés conserveés (arginine 38, phénylalanine 41 et histidine 42) permettent la fixation
du peroxyde d'hydrogéne et jouent un réle catalytique crucial. Ces quatre acides aminés se
situent sur deux hélices o en paralléle au plan de I'néme : I'nélice B (Arg 38, Phe 41 et His 42)
et I'hélice F (His 170). Une aspartate (Asp 247) assure une liaison hydrogéne avec I'histidine
170 du c6té proximal, jouant un réle clé dans le mécanisme de la réaction catalytique de la

peroxydase (Delannoy et al., 2013).

7. Différentes applications des peroxydases vegétales
Les peroxydases ont une place importante dans tous les secteurs industriels, le tableau Il

montre les différentes applications :
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Tableau Il : Différentes applications de la peroxydase végétale (Shaihi, 2021).

Domaine Application

-Catalyseurs dans la bio remédiation des composés phénoliques a
Environnement savoir le traitement des eaux usées contenant des composés

phénoligues et des amines aromatiques.

o -La préparation d'une enzyme conjuguée a un anticorps et son
Biochimie médicale o ) ) )
utilisation dans les kits de diagnostic.

-Estimation du lactose en immobilisant la B-galactosidase, la
galactose-oxydase et HRP sur un support polymérique.
o ) -Elles sont également utilisées comme indicateurs dans le
Industrie alimentaire _ )
blanchiment des légumes.

-Elle peut étre utilisé comme inhibiteur de production de gaz dans

I'industrie du fromage.

-Fabrication des sondes d’ADN et d’ARN.
Biologie moléculaire -Marqueur de croissance et de différenciation des tissus et de divers

stress biotiques et abiotiques.

Textile -Utilisées pour contréler la coloration des vétements.

Production de polyméres -Production de la lignine.

Industrie du papier -Le blanchiment de la pulpe a papier et la biodégradation de la
lignine.

I11.  Encapsulation

1. Historique

L’encapsulation a été découverte aux années 1950 lors de la recherche de matériaux
muraux sensibles a la pression pour la production de papier autocopiant (Xu et al., 2024). Et
en 1970 ont commencé son utilisation dans le domaine alimentaire (Calderdn-Oliver &
Ponce-Alquicira, 2022) cette technique est de plus en plus utilisée dans I'industrie alimentaire
pour protéger, stabiliser et libérer des composés actifs, tels que des ardmes, des colorants, des
vitamines ou des additifs, de maniere contr6lée. Cette approche permet d'améliorer la qualité,
la sécurité et la durée de conservation des aliments, tout en offrant de nouvelles possibilités de

formulation et de présentation des produits (Agriopoulou et al., 2023).

11
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2. Microencapsulation
Le concept de la microencapsulation englobe toutes les méthodes utilisées pour
fabriquer des microparticules d’un diamétre compris entre 0,2 et 5 000 um (Calderoén-Oliver
& Ponce-Alquicira, 2022). Elles sont souvent sphériques ou ovoidales (Benoit et al., 2000).
On distingue trois types selon la taille des microparticules obtenue : microencapsulation (entre
1um et 1mm), nanoencapsulation (10éne — 100eéne de nm) ou minigranule (>1mm) (Faure,
2023).

L'intérét de la microencapsulation réside dans sa capacité a protéger la matiére active : elle
est nécessaire pour isoler le composé actif de son environnement dans certaines situations,
telles que pour préserver les vitamines des effets dégradants de I'oxygeéne, retarder
I'évaporation d'une matiere active volatile, améliorer les caractéristiques de manipulation des
matériaux collants ou protéger un noyau réactif d'une attaque chimique. Dans d'autres
situations, il ne s'agit pas d'isoler totalement le composé actif, mais de réguler la vitesse a
laguelle il sort de la microcapsule, comme dans le cas de la libération contrdlée de
médicaments ou de pesticides. Il est possible que le probléme soit aussi simple que de
dissimuler le goQt ou I'odeur du noyau, ou aussi complexe que d'accroitre la sélectivité d'un

processus d'adsorption ou d'extraction (Agnihotri et al., 2012).

3. Composition des microcapsules

La substance encapsulée peut étre appelée matériau central, agent actif ou phase interne
(Agriopoulou et al., 2023). Elle peut avoir une composition différente, telle que le noyau
liquide peut contenir des matériaux dispersés et/ou dissous. Les composants actifs,
stabilisants, diluants, excipients, ainsi que des retardateurs de libération ou des accélérateurs
sont présents dans le noyau solide (Omar et al., 2019).

Il est nécessaire de disperser le matériau a encapsuler dans une solution aqueuse contenant
un poly électrolyte chargé négativement, puis d'introduire une solution agueuse contenant le
second polymere (charge opposée) dans I'émulsion (Faure, 2023). Cette derniére peut étre
définie par un revétement, une membrane, une coquille, un matériau de support, un matériau
de paroi, une phase externe ou une matrice (Agriopoulou et al., 2023), cette matrice doit
contenir les propriétés suivantes : stabilise la matiére active, inerte envers les matieres actives,
présente une libération contr6lée dans des conditions spécifiques ; filmogene, souple, insipide,
stable ; non-hygroscopique, pas de viscosité élevée, économique ; soluble dans un milieu

aqueux ou un solvant, ou fondant ; flexible, fragile, dur, mince, etc... (Omar et al., 2019).

12
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4. Type des microcapsules
Deux catégories de microparticules sont distinctes par leur structure microsphérique :
la microcapsule, une particule sphérique de type cceur-membrane ou la substance active est
contenue dans le ceeur et la membrane de 1'agent encapsulant qui forme I'enveloppe solide ; et
la microspheére, un réseau polymeére ou la substance active est dispersée a I'état moléculaire ou

particulaire (structure dite matricielle) (Figure 5) (Hamounic & Pino, 2011).

Membrane PA dispersé
polymere

/\ .,
’
7/
,'

y @

’
) i,

PA encapsulé

Microcapsule Microsphere

Figure 5 : Schéma de la structure comparative d'une microcapsule et d'une microsphere
(Charaabi, 2020).

5. Techniques d’encapsulation
Il existe plusieurs techniques de 1’encapsulation, et on peut les distinguer selon le type de
procedé utilisé (Tableau IlI) :

Tableau 111 : Différentes technique d’encapsulation (Finch & Bodmeier, 2000).

Type de procédé Technique d’encapsulation.

Séparation de phase ou coacervation.

Procédé physico-chimique Evaporation-extraction de solvant.

Gélification thermique d’émulsions.

Nébulisation /séchage.

Gélification ou congélation des gouttes.

Procédé mécanique Enrobage en lit fluidisé.

Extrusion/Sphéronisation.

Lyophilisation (Freeze drying).

Polymérisation interfaciale.

e e Polymérisation en milieux dispersés par voie radicalaire ou
Procedés chimiques

anionique.

Nébulisation/ séchage.

13
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6. Encapsulation par émulsion/évaporation de solvant

La méthode d’encapsulation par émulsion-évaporation de solvant permet une
libération d’agent actif contrdlée et présente de nombreux avantages cliniques (Omar et al.,
2019) la figure 6 montre les étapes de la technique. 1l est possible de dissoudre ou de disperser
l'agent a encapsuler dans une phase organique composée d'un polymere (généralement
hydrophobe) solubilisé dans un solvant organique volatil (1). Dans une phase dispersante
aqueuse, la solution organique (solvant + matiére encapsulée + polymeére) est émulsionnée en
agitation, ce qui entraine une mauvaise qualité de solvant pour le polymeére. On stabilise
I'émulsion en ajoutant des tensio-actifs (2). Apres avoir stabiliseé I'émulsion, le solvant se
disperse progressivement dans la phase dispersante en agitation, puis s'évapore (3). Enfin, le
polymere est encapsulé soit par I'accumulation de gouttelettes formant des microspheéres, soit
par la migration des chaines de polymeére a l'interface des gouttelettes, créant ainsi des

particules (microcapsules) (Faure, 2023).

e Organic
solvent

Active —\ /— Polymer %
<

Continuous
phase

@)

(D

Figure 6 : Principe d’encapsulation par émulsion/évaporation de solvant (Faure, 2023)

7. Domaine d’application de I’encapsulation
De nombreuses applications sont envisagées en fonction des molécules encapsulées :
agriculture, santé, industrie etc...(Finch & Bodmeier, 2000). Le tableau IV montre quelques

exemples de composés encapsulés selon le domaine d’application (Finch & Bodmeier, 2000).
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Tableau IV : Différents domaines d’application de I’encapsulation.

Domaine d’application Exemples de composés encapsulés

Antibiotiques, contraceptifs, enzymes, vaccins,
Pharmacie et médical bactéries,  vitamines, minéraux, antigenes,

anticorps...

Parfums, huiles essentielles, anti transpirants,
Cosmétique agents bronzants, cremes solaires, colorants

capillaires...

Huiles essentielles, graisses, épices, aromes,
Alimentaire vitamines, minéraux, colorants, enzymes, levures,

micro-organismes. ..

_ Herbicides, insecticides, engrais, répulsifs,
Agriculture o
hormones vegetales....

Enzymes immobilisées, microorganismes,
Biotechnologie cellules vivantes, cellules artificielles, cultures

tissulaires, composés nutritionnels...

Catalyseurs, enzymes, additifs pour plastiques,
eau (platre et béton), inhibiteurs de corrosion,
Chimie retardateurs d'incendie, colorants et pigments,
agents UV  protecteurs, parfums, huiles

essentielles, agents lubrifiants. ..

) Adoucissants, antistatiques, agents décolorants,
Detergents - . .
agents moussants, silicones, cires, détachants...

Colorants, parfums, pigments, bactéricides,
fongicides, répulsifs d'insectes, agents
Textile antistatiques, retardateurs d'incendie, agents
imperméabilisants, adhesifs, composés bioactifs

médicaux, composés bioactifs cosmétiques

_ Microorganismes, substrats, détoxifiants, déchets
Traitement des déchets ) R ) o
industriels a risques, déchets radioactifs...

15
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I. Matériels et produits chimiques

1. Produits chimiques
Guaiacol (2-méthoxyphénol), le dichlorométhane (DCM), le peroxyde d'hydrogéne (H202
hydroperoxyde), Albumine sérique bovine (BSA), bleu de comassie R250 (Bio-Rad), acide
poly-lactique (PLA ; PM : 150000 g/mol, densité : 1,21 g/cm3) I’alcool éthanol a 95%, acide
phosphorique (acide orthophosphorique) HzPOgs, I'alcool polyvinylique (PVA ; PM, 13 000-
23 000g/mol), acide citrique CeHsO7 (0.5M), sodium phosphate NazHPOa4 (0.5M).

2. Appareillage
Ultra turrax est utilisé pour préparer le mélange de ’extrait brut du navet rouge (IKA T18
basic, Allemagne) ; spectrophotométre UV-visible pour la détermination de I’activité
enzymatique et d’autres dosages (Shimadzu UV-2700 ; Kyoto, Japon) ; centrifugeuse pour la
séparation des phases des extraits (NUVE SANAYI, Turquie) ; un microscope optique pour
analyser la morphologie des microcapsules ; étuve de séchage et de chauffage est utilisé pour

le séchage de I’extrait brut (78532 Tuttlingen /Germany).

3. Matériel végétal
La présente étude s’est portée sur la variété de navet Brassica rapa L, provenant du marché
local de la ville de Béjaia. Ce légume a été lavé a I'eau courante pour éliminer les traces de
poussiere. Les tiges ont ensuite été séparées des racines pour les utiliser dans cette étude.

Il. Préparation de I’extrait brut

200 g de racines de navet rouge a été homogénéisée par ultra-turrax, dans 400 mL du
tampon phosphate citrate, puis le mélange a été filtré pour éliminer les grandes particules
solides du navet. Par la suite on centrifuge le filtrat et on obtient le surnageant (1’extrait brut)

qui est riches en peroxydases.

1. Détermination de I’activité enzymatique

L'activité peroxydase peut étre évaluée en suivant la méthode de Lobarzewski, qui
consiste a mesurer I'absorbance du tétra-gaiacol a 470 nm (A 470 nm = 26,6 mM~ tcm™ 1)

a l'aide d'un spectrophotométre UV-visible, en présence de gaiacol et de peroxyde
d'hydrogene pendant 1 min (Lobarzewski et al., 1990). L'activité enzymatique a ensuite
été calculée selon la formule suivante :

ADOXVrxVe

nKat/gMF =
At XP XAXIXMF
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DO : Pente de la courbe de I’activité peroxydase ; Vr : volume réactionnel ; Ve : volume
At

d’essai ; P : prise d’essai ; [ : coefficient d’extinction moléculaire ; I : longueur de la cuve

(1cm) ; MF : Masse de la matiére fraiche.

IV. Détermination de la concentration de protéines totales

La concentration en protéines a été déterminée selon la méthode de Bradford (Bradford,
1976). Pour cela, 1000 pL de I'extrait ont été mélanges avec 2500 pL du réactif de Bradford.
Aprés agitation, le mélange a été laissé incuber pendant 10 minutes a l'obscurité. Le sérum
albumine bovine (BSA) a été utilisé comme standard, et les absorbances ont été mesurés a
595 nm. La teneur en protéines est exprimée en mg d'équivalent BSA pour 100 g de matiére

fraiche.

V. Préparation des microcapsules par une double émulsion

Apres la préparation de 1’extrait brut, on prépare les microcapsules par une double
émulsion. Le dichlorométhane a été ajouté avec 1’acide poly lactique dissout (PLA). La
solution d'alcool polyvinylique (PVA) (0,1-3%) a €té ajoutée a cette émulsion primaire
(W1/0) en tant qu'émulsifiant. On a réussi a obtenir une double émulsion stable (W1/0/W2)
en agitation continue (400 tr/min) pendant une nuit. Aprés avoir réalisé trois lavages a 1’eau
distillée, nous avons séparé les microcapsules obtenues par centrifugation a 5000 tours par

minute pendant 15 min, puis nous les avons séchées.

VI. Optimisation de I'efficacité d’encapsulation avec la méthodologie

des surfaces de réponses

1. Conception expérimentale

Dans cette partie, nous avons utilisé le plan expérimental de Box-Behnken, comprenant
trois variables et trois niveaux factoriels. Les variables indépendantes étaient le temps (x1 en
heures), la vitesse (x2 en tours/min) et le volume des phases (W/O/W) (x3 en mL), tandis que
la variable dépendante était I’efficacité d’encapsulation. Les résultats de l'optimisation de
I’efficacité d’encapsulation par méthodologie de séquence ont été utilisés pour deéterminer les
niveaux des trois parametres : le temps (1-16 heures), la vitesse (100-1000 tours/min) et le

volume (6-60 ml) pour I'optimisation avec la méthode de surface de réponse (RSM).
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2. Construction et validation du modele
La procédure de regression de surface de réponse de JMP 10 (systeme d'analyse

statistique Inc., SAS) a été utilisée pour analyser les données expérimentales. La qualité des
modeles mathématiques a été évaluée par 'ANOVA, les données expérimentales ont été
ajustées a un modele polynomial de second ordre et les coefficients de régression utilisés dans
I'analyse de la surface de réponse ont été obtenus selon I'équation générale suivante (équation
1)

y=ao+23 ax + X} a x*+33 33 ayxix;(i#j) (Eql)

i=1 i i=1 i i=1 j=1

Ou ao,aii et a;j représentent respectivement les coefficients de régression pour les termes

d'interception, linéaire, quadratique et d'interaction ; x; et xj sont les variables indépendantes.

Les données expérimentales ont ensuite été ajustées au modele de régression
sélectionné afin de bien comprendre la corrélation entre chaque facteur et les différentes
réponses. Les conditions optimales de I’efficacité d’encapsulation de I’extrait brut du navet
dépendaient du temps, du volume et de la vitesse, ces valeurs des trois parametres ont été
obtenues en utilisant I'équation prédictive de la RSM. Les valeurs expérimentales et prédites
des réponses ont été comparées pour déterminer la validité du modele. Une méthodologie de
surface de réponse, basée sur un plan Box-Behnken (BBD), a été mise en ceuvre pour
optimiser la détermination de I’efficacité¢ d’encapsulation. Les niveaux des facteurs ont été
codés comme suit : + (faible), 0 (point central) et - (élevé). La conception expérimentale a été

réalisée en double, et les résultats de 15 essais sont présentés dans le tableau V.
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Tableau V : Facteurs et niveaux pour la méthodologie de surface de réponse de la matrice de
conception de Box-Behnken (en niveaux codés et non codés de trois variables), avec les

valeurs de réponse expérimentales (observees) et prédites.

Numéro Les paramétres
des Configurations
_ X1 X2 X3
essaies
1 —0— 1 550 6
2 —0 1 100 33
3 000 8,5 550 33
4 +0+ 16 550 60
5 O++ 8,5 1000 60
6 —0+ 1 550 60
7 000 8,5 550 33
8 +0— 16 550 6
9 0— 8,5 100 6
10 —+0 1 1000 33
11 0+ 8,5 1000 6
12 000 8,5 550 33
13 +—0 16 100 33
14 0—+ 8,5 100 60
15 ++0 16 1000 33

X1 le temps d'évaporation de solvant (h) ; X2 la vitesse d'agitation (tours/min) ; X3 Le volume
de la phase (W/O/W) (mL).

VII. Caractérisation des microcapsules

1. Calcul de I’efficacité d’encapsulation
Selon Davda et Labhasetwar (2002), le taux d'efficacité d'encapsulation a été calculé

en utilisant le pourcentage de la différence de concentration initiale en protéines (CP0) ajoutée
a la formulation, en excluant la concentration de proteines non encapsulées (CPS) présentes
dans le surnageant (Davda & Labhasetwar, 2002). Ainsi, les microcapsules, prélevées du
surnageant apres le lavage, ont été analysées pour évaluer la concentration en protéines en
utilisant la méthode de Bradford. L'équation ci-dessous a été employée afin de déterminer

I'efficacité d'encapsulation (EE) :

(CPy — CPS)
EE% = QCP x 100
0

20



Matériels et Méthodes

2. Analyse de la morphologie des microcapsules
La morphologie des microcapsules a été observée sous le microscope optique (avec 1’objectif

10x10, 10x40 et 10x100).

3. Analyse de la taille des microcapsules
La forme des microcapsules a été déterminée a l'aide d'un granulométre laser Analysette
22"NanoTec (Fritsch, Allemagne). Le Span, une valeur mathématique indiquant la
distribution des dimensions, a été calculée comme = d (0,88) — [d (0,16) / d (0,47)] ; ou d
(0,16), d (0,47) et d (0,88) correspondent, respectivement, a un diamétre de particules a 16 %,
47 % et 88 % de la distribution accumulée de 1’échantillon. Cette mesure a été effectuée apres
la dispersion des microcapsules dans de I'eau distillée, en utilisant les valeurs d'indices de
réfraction de l'eau équivalentes a 1,33. La portée, qui est une valeur mathématique
représentant la largeur de la distribution granulométrique, a été calculée comme suit :
P =[(0,88) —(1(0_'16)]
d(0,47)

4. Analyse par spectroscopie FT-IR
FT-IR (Fourrier Transformed Infra Red) (spectrométre IR Affinity-1 CE, Shimadzu,

Japon) cette technique est basée sur absorbance d’un rayonnement infrarouge dans le but
d’effectuer 1’analyse des fonctions chimiques présentes dans 1’extrait et les microcapsules via
la détection des vibrations caractéristiques des liaisons. Le spectre de transmittance a été
enregistré en balayant dans la longueur d’onde de 400 a 4000 cm™ 2.

5. Calcul de ’activité enzymatique des peroxydases apres et avant

I’encapsulation
Afin de calculer I’activité enzymatique des extraits bruts encapsulés et non encapsulés de

navet rouge 1000 pL d'extrait brut ont été ajouté a un volume de 5 mL de solution tampon
phosphate (pH 6) et 100 mg des microcapsules ont été dissous dans 5 mL de dichlorométhane.
Les solutions ont été doucement agitées pendant 10 min.

L'activité enzymatique a été déterminée selon la méthode de Lobarzewski et al
(Lobarzewski et al., 1990), en utilisant 980 uL. de mélange réactionnel contenant 25 plL de
gaiacol (45 mM), 50 uL. de H20, (22,5 mM) et 25 mL de solution tampon de phosphate de
citrate (0,5 M) en plus de 20 pL d'extrait brut. Les absorbances ont été mesurées a 470nm par

un spectrophotometre UV-vis.
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I. Optimisation de I'efficacité d'encapsulation

Le but de cette étude est de déterminer les conditions optimales qui influences sur le
taux 1’encapsulation de 1’extrait du navet rouge, pour cela nous avons utilis¢ un plan
d’expérience de type Box-Behnken a trois facteurs (X1, X2 et X3) et trois niveaux (-1 0 +1),
en fixant comme réponse le taux d’encapsulation et cela a 1’aide de logiciel JIMP appliqué

pour I’analyse de tous les résultats.

1. Analyse du modeéle
La validation du modéle quadratique a été vérifié a I’aide du diagramme de parité

comparatif entre les valeurs prédites et expérimentales (Figure 7). Une droite de corrélations
entre celles-ci a été obtenue avec un coefficient de détermination qui est proche de 1, R2
=0,95 et le coefficient de détermination ajusté également élevé R2 aj =0,87 qui témoignent et
confirment une bonne adéquation du modele de régression. La différence entre les taux
d’encapsulation expérimentales et ceux prédits par le modéle qui sont les résidus sont tracé en
fonction des valeurs prédits.

D’aprés la figure 7, les points étant tous trés proches de la droite, en conclue que le

modele prévoit correctement I’efficacité d’encapsulation en fonction des facteurs choisis.
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Figure 7 : Graphique des valeurs prédites et expérimentales.
Une analyse de la variance a été fournis par le logiciel JMP, afin de valider le modeéle
obtenu, qui étudie le taux d’encapsulé I’extrait du navet rouge dans les microparticules de
PLA. Les résultats des évaluations statistigues ANOVA de la variance sont résumés dans le

tableau VI.
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Selon les résultats du tableau VI, il est démontré que le modéle quadratique a obtenu
des performances satisfaisantes en termes d'efficacité d'encapsulation, avec un coefficient de
corrélation (R2) de 0,95, tandis que la valeur R2 ajustée correspondante est de 0,87. Avec une
valeur de F (687,80). Selon la littérature, le modele est dit significatif lorsque la valeur de P
est petite et celle de F est grande (Azouz et al., 2016). Le modele de régression linéaire
présente une grande signification. Ces résultats indiquent que ces facteurs ont une influence
significative sur les valeurs de la réponse (EE). De plus, le coefficient de régression est
significatif, ce qui signifie que le modele mathématique est statistiquement acceptable.
Tableau VI : ANOVA pour le temps d'évaporation de solvant, la vitesse d'agitation, le

volume de la phase (W/O/W) sur I'efficacité d'encapsulation

Source DF | Sommes des carrés | Rapport Fraction | Prob.> F
X1 1 52,1731 8,0980 0,036*
X2 1 0,6903 0,1071 0,7567
X3 1 163,8050 25,4248 0,004*
X1*X2 1 100,0000 15,5214 0,011*
X1*X2 1 32,6612 5,0695 0,0741
X2*X3 1 0,6806 0,1056 0,7583
X1*X1 1 55,5616 8,6239 0,0324*
X2*X2 1 155,0016 24,0584 0,0045*
X3*X3 1 138,3685 21,4767 0,0057*
Model 9 655,59 11,3064 0,0079*
Défaut d'ajustement 3 15,096375 0,588 0,6792
R2=10,95
AdjR2 =0,87

X1 le temps d'évaporation de solvant (h) ; X2 la vitesse d'agitation (tours/min) ; X3 Le volume
de la phase ( W/O/W) (mL).
* Valeurs statistiqguement significatives a p <0,05

On a employé la méthode Box-Behnken de la surface de réponse (MSR) afin
d'améliorer 1'encapsulation de 1'extrait brut en changeant le temps, la vitesse d’agitation et le
volume du polymere PVA, en utilisant une double émulsion. Les conclusions présentées dans
le tableau VII ont montré que l'efficacité de l'encapsulation variait de 7,5 % a 31,65%. Le
tableau VII présente l'analyse de la variance du modéle, I'absence d'ajustement et le

coefficient de régression de I'efficacité d'encapsulation. Une valeur P de 0,0079 a éte observée
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lors de I'ajustement global, ce qui indique la signification du modele développé. La valeur
élevée du coefficient de détermination (R2) et le défaut d'ajustement (0,97) non significatif (p
<0,05) indiquent que le modéle est valide. On a ajusté les valeurs mesurées dans un modéle
quadratique pour obtenir une régression mathématique adéquate. Le coefficient de régression
des termes d'interception, linéaire, quadratique et d'interaction du modéle a été déterminé en
utilisant la méthode des moindres carrés, comme le montre le tableau VII. On observe une
signification des termes linéaires et quadratiques des trois facteurs, ainsi que des termes
d'interaction de Temps-Vitesse (p <0,05), tandis que les termes d'interaction de Temps-
Volume et Vitesse-Volume n'étaient pas significatifs. Les résultats obtenus ont été ajustés
dans un modéle quadratique pour obtenir une régression mathématique adéquate. Les termes
linaires ont également été observés avoir un impact positif sur l'efficacité d'encapsulation,
tandis que les termes quadratiques ont un impact négatif sur la réponse. Cela suggere que
I'efficacité d'encapsulation augmentait avec l'augmentation de deux facteurs (le temps
d’évaporation du solvant et le volume de la phase W/O/W), mais diminuait & des valeurs
élevées de ces facteurs. Le modele quadratique ajusté pour I’efficacité d’encapsulation dans

les variables codées est donné dans I'équation :

EE = 28,27 + 2,55x1 + 4,53 x3 — 5x1x2 — 3,88x% — 6,48x2 — 6,12x?
1 2 3

X1 le temps d'évaporation de solvant (h) ; X2 la vitesse d'agitation (tours/min) ; X3 Le volume
de la phase ( W/O/W) (mL) ; EE [’efficacite d’encapsulation (%).
Tableau V11 : Coefficient de régression, erreur standard et résultats du test t de la surface de

réponse pour I’efficacité d’encapsulation.

Parametres | Estimation i;;%uar:ds Rapportt | Prob.>|t|
Constante 28,27 1,47 19,29 <,0001*
X1 2,55 0,90 2,85 0,036*
X2 -0,29 0,90 -0,33 0,7567
X3 4,53 0,90 5,04 0,004*
X1*X2 -5,00 1,27 -3,94 0,011*
X1*X3 -2,86 1,27 -2,25 0,0741
X2*X3 -0,41 1,27 -0,33 0,7583
X1*X1 -3,88 1,32 -2,94 0,0324*
X2*X2 -6,48 1,32 -49 0,0045*
X3*X3 -6,12 1,32 -4,63 0,0057*
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X1 le temps d'évaporation de solvant (h) ; X2 la vitesse d'agitation (tours/min) ; X3 Le volume
de la phase ( W/O/W) (mL).

* Valeurs statistiqguement significatives a p <0,05

2. Analyse de la surface de réponse
Afin d'illustrer l'interaction entre les trois variables étudiées et [I’efficacité

d’encapsulation (%), la figure 8 montre les tracés graphiques de la surface tridimensionnelle
du modéle. Le temps délimination du solvant est la durée pendant laquelle le solvant
organique de la phase dispersée s'évapore de la phase continue, suite a la solidification des
gouttelettes pour former des microcapsules (M. Li et al., 2008). L'efficacité d'encapsulation
des microcapsules a différents moments d'élimination du solvant sont représentées sur la
figure 8a et 8b. Dans cette étude, le temps optimal pour I’élimination du solvant a été obtenu a
8 heure et 30 min.

L’efficacité¢ d’encapsulation des microcapsules était également affectée par le temps
d’¢limination du solvant lorsque la phase organique était dispersée dans la phase aqueuse. Si
les gouttelettes se trouvaient dans la phase continue pendant une période plus longue, le
principe actif pourrait étre facilement séparé de la surface des gouttelettes non précipitées vers
une phase aqueuse continue, ce qui entrainerait une diminution de la concentration de principe
actif contenu dans les microcapsules (Tiwari & Verma, 2011). Par conséquent, I'efficacité
d'encapsulation dans le temps d'élimination du solvant de 16 heures était inférieure a 8 heure
et 1 heure. De plus, I’efficacité d’encapsulation a 1 heure était inférieure & 8 heure car les
microcapsules n’étaient pas entierement solidifiées. Ainsi, I’extrait s’est libéré et a entrainé
une diminution de 1’efficacité d’encapsulation. La taille des particules des microcapsules
produites a différents temps d'élimination du solvant a Iégerement diminué parallélement au
temps d'élimination du solvant plus long.

L'effet de la vitesse d’agitation et du volume du milieu réactionnel sur la réponse est
donné dans la figure 8 (c) qui indique que les deux facteurs ont influencé ensemble I'efficacité
d’encapsulation. Ces derniers ont augmenté jusqu'a atteindre la vitesse d’agitation de 550
tr/min et le volume de 33mL qui induit ’augmentation de 1’efficacité¢ d’encapsulation au
maximum (28,27%) et ont ensuite diminué. La vitesse d’agitation a un role essentiel dans la
forme des microparticules. Pendant la formation des gouttelettes, la vitesse d’agitation
détermine la taille des microparticules de telle sorte qu’une augmentation dans la vitesse

résulte une diminution de taille des particules (Tiwari & Verma, 2011).
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Le volume de la phase interne est augmenté, une fine couche de phase (chlorure de
méthyléne) se forme et agit comme barriere pour diffusion de 1’extrait vers la phase aqueuse.
Maintenant, plus la phase organique est fine, plus il y aura de diffusion et probabilité de
diffusion de la phase interne vers la phase externe est augmentée donc la charge sera plus
faible. Ainsi, un petit volume de phase interne a été trouvé étre bénéfique pour obtenir une
charge élevée. Certains chercheurs ont également signalé qu'une concentration plus élevée de
PVA entraine une viscosité plus élevée dans la phase aqueuse externe, des microparticules
plus petites et plus de résidus a la surface des particules (X. Li et al., 2014). Le role du PVA
en tant que stabilisant dans le développement de microparticules de polymeére a été largement
étudié. Puisque la concentration de PVA est un facteur clé dans le contréle de la taille des

particules et de la cinétique de libération (Xie et al., 2014).

W/OMW (Trdmps d'évaporation du solvant (h)
1 ) 5 o

Vitesse d'agitation (tr/minTemps d'évaporation du solvant (h)
o O )

WIOW Vi tiol
Volume de Ia phase Volume de la phase W/O/W (mL) Vitesse dagitation (tr/min)

o 0

Figure 8 : Présentations de la surface de réponse tridimensionnelle des effets interactifs de la
vitesse d’agitation et du temps d’évaporation du solvant (a), du temps d’évaporation du
solvant et volume de la phase W/O/W (b), du volume de la phase W/O/W et de la vitesse

d’agitation (c) sur l'efficacité d'encapsulation.

3. Validation de modeéle
Afin de valider la formulation optimale prédite par le modéle, une analyse par point de

contr6le est indispensable a effectuer dans les mémes conditions. Ces derniers font déja objet
dans la matrice des essais réalisée. Les conditions optimales pour I'efficacité d'encapsulation
maximal sont le temps d'évaporation de solvant 8h et 30min, la vitesse d'agitation 550
(tours/min) et Le volume de phase (W/O/W) 33 (mL). Apres avoir comparé les taux
d’encapsulation expérimentale 28,27% + 1,46 et prédit 31,65 + 7,5% on constate des valeurs
tres proches avec une faible erreur ce qui déemontre la précision du modele de prédiction

obtenu.
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Il.  Analyse de la morphologie des microcapsules

L’analyse morphologique par microscopie optique des microparticules (avec 1’objectif
10x10, 40%x40 et 10x100) obtenues dans des conditions optimisées est représentée par la
figure 9. Les microparticules obtenues ont une forme sphérique, nous pouvons conclure que
les particules formulées sont des microcapsules. D'autres expériences ont examiné des images
SEM typiques des microparticules 650D et HPR, révélant des particules de 2 a 3 micrométres
de diamétre avec une surface lisse a forme sphérique qui conclue la séparation de phase
aqueuse (Morita et al., 2000).

Dautres études similaires ont utilisé la microscopie électronique a balayage (MEB)
pour observer des particules a fort grossissement, mettant en évidence une surface rugueuse
parsemée de pores minuscules, probablement formés par I'évaporation de I'eau piégée dans les
sphéres pendant la lyophilisation (Yang et al., 2001). Les analyses ont été réalisées a l'aide
d'un microscope JEOL 5800 LV et les images ont été enregistrées avec le logiciel Picture
Publisher de Micrographx. La distribution des diametres des microspheres et des particules de
poudre a été déterminée pour chaque échantillon en analysant les dimensions de 100 a 150

microsphéres sphériques (Rawat et al., 2012).

B ¢
. & i)

b C
Figure 9 : Images de microscope optique de microcapsules de PLA chargées d'extraits

brut du navet (a, b et c représentent la morphologie des microcapsules aux échelles a :

grossissement 10x10, b : grossissement 10x40, ¢ : grossissement 10x100).

I11.  Taille des microparticules

Les resultats de l'analyse par diffraction laser sont illustrés dans la figure 10. Les
résultats montrent des valeurs de d (0,16) =299 + 3, d (0,47) =242 + 1, et d (0,88) = 76 + 4.
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Ces mesures indiquent une distribution granulométrique étroite autour de la taille moyenne
des particules (Barboza et al., 2014).

Des résultats par d’autre chercheures indiquent que I'efficacité¢ d'encapsulation
augmente de maniére significative a mesure que la concentration en IBF augmente, de plus il
est observé que la taille moyenne des microparticules augmente également dans ce contexte
(Azouz et al., 2016). La concentration en PVA influencait fortement le diamétre des
microparticules.

De nombreuses recherches ont indiqué que I'utilisation d'un polymere biodégradable
pour analyser la répartition des tailles des microsphéres a révélé que ses derniéres génerées a
partir d'un échantillon contenant un mélange d'agents tensioactifs ont des diametres allant de
3,5 a 8,0 um, elles ont une population principale de microspheres avec un diametre moyen de
5 um, avec un indice de polydispersité (PDI) de 0,155 (Rawat et al., 2012). Lorsque les
microcapsules sont fabriquées de maniere homogene, cela a un impact sur la libération des

protéines encapsuler (Nidhin et al., 2008).
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Figure 10 : Distribution de la taille des particules

IV.  Analyse par spectroscopie FT-IR

Une analyse infrarouge a transformée de Fourier (IR-TF) a eté réalisée pour vérifier et
confirmer la présence de I’extrait dans les microparticules de PLA et vérifier d'éventuels

interactions possibles entre la matrice et le principe actif.
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Les spectres de microcapsules et I’extrait du navet rouge ont été comparés a ceux du
PLA. Dans la figure 11, on observe un pic dans la région de 800-1200 cm™ qui est attribuée
aux vibrations d'étirement des groupes C-O/C-C (Wiercigroch et al., 2017). Le pic
caractéristique & 1400 cm™ est attribué I'étirement symétrique du CHs (Fringeli & Ginthard,
1981). Le pic intense a 612 cm-1 est lie a la courbure de I'OCN et le pic a 537 cm-1
correspond a la courbure hors plan de C=0 (Bunaciu et al., 2014). Le pic caractéristique a
3029 cm™ est attribué & I'étirement symétrique du CH2 (Mizutani et al., 2004).et la région de
3050-3600 cm™ est attribuée a la vibration d'étirement de O-H (Wiercigroch et al., 2017).
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Figure 11 : Spectres infrarouge a transformée de Fourier du PLA, de I’extrait brut et des

microcapsules chargées de 1’extrait.
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V. Activité enzymatique des peroxydases apres et avant I’encapsulation

La mesure de I’activité enzymatique avant et apres I’encapsulation montre que 1’extrait
du navet préserve plus que 48% de leur activité enzymatique dans les microcapsules apres
I’encapsulation par rapport & ’activité initial de Iextrait (16,913 x 10* U/mg) (Figure 12). Des
études similaires montrent que l'activité enzymatique est souvent réduite au cours du
processus d'encapsulation (Zhang, 2011). Et lorsque les enzymes sont immobilisées
(encapsulées), leur activité diminue, mais leur stabilité augmente et leur disponibilité est
prolongée (Datta et al., 2013), et selon I’étude de Vial (Vial, 2005) lors d'une action chimique

de solvants organiques, il est possible que l'activité enzymatique diminuée.
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Figure 12 : Activité spécifique des peroxydases d’extrait brut du navet et d’extrait brut

encapsulé.
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Conclusion et perspectives
Les travaux réalisés dans ce mémoire ont pour objectif d’optimiser I’encapsulation
d’un extrait brut du navet rouge (Brassica rapa. L) par le polymeére biodégradable poly (acide
lactique) (PLA).

Dans la premiere partie de ce travail nous avons utilis€¢ un plan d’expérience de type
Box-Behnken a I’aide du logiciel JMP pour déterminer les conditions optimales de
I’encapsulation. Une matrice de formulation de 15 essais a été obtenue en variant trois
facteurs a trois niveaux (-1 0 +1), X1 (le temps d'évaporation de solvant (h)), X2 (Vitesse
d’agitation (Tour/min)) et X3 (Le volume de phase (W/O/W) (mL)), en fixant comme réponse
le taux d’encapsulation (%). Aprés validation du modeéle obtenu, les conditions optimales
étaient X1 : 8h et 30min, X2 : 550 (Tour/min) et X3 : volume de la phase W/O/W 33 (mL),
pour un taux d'encapsulation de 31,65%. Ensuite la deuxieme partie a été consacrée pour
caractériser les microcapsules du navet rouge, a 1’aide d’un microscope optique les
microparticules obtenues de la formulation optimale présentent des formes sphériques et
dispersés, non agglomérés, ainsi que I'analyse par diffraction laser indique que la distribution
granulométrique est étroite autour de la taille moyenne des particules ce qui permet de dire
que ces dernieres peuvent étre des microparticules. Par une caractérisation spectroscopique IR
a Transformée de Fourier nous avons mis en évidence les différents pics caractéristiques de
notre molécule active y compris ceux du PLA, ce qui prouve I’existence de notre extrait dans
les microparticules de PLA. Une étude de I’activité enzymatique des peroxydases a été réalisé
pour I'extrait du navet rouge avant et apres lI'encapsulation, nous avons remarqué que l'activité
POD a diminué de prés de 50% (16,913x 10* U/mg) et ce résultat était attendu.

Pour les futures recherches, il est possible d’envisager différents axes afin d’approfondir
et d’¢élargir les connaissances acquises :

_ Etudier la durabilité des extraits encapsulés sur de longues périodes et dans différentes
conditions de stockage afin d'assurer leur pérennité et leur efficacité.

- Consiste a évaluer I'effet des extraits encapsulés sur les qualités organoleptiques et
nutritionnelles des produits finis en effectuant des tests.

- Mise en ceuvre d'études in vivo : afin d'évaluer l'efficacité¢ biologique des extraits
encapsulés, en se concentrant sur leur biodisponibilité et leurs effets sur la santé

humaine.

- Explorer de nouvelles technologies et matériaux pour 1’encapsulation afin d’améliorer
encore plus la protection et la libération controlée des extraits bruts.
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Résumé
Résumé

L’objectif de ce travail consiste a préparer des microparticules a base d’un polymeére
biodégradable le (Poly (acide lactique)), contenant un extrait brut du navet rouge (Brassica rapa.L)
riches en antioxydants comme les enzymes telles que la catalase, la superoxyde dismutase (SOD) et la
peroxydase, en utilisant la technique d’émulsion/évaporation du solvant. Afin d’optimiser les
paramétres d’encapsulation dans la matrice PLA, nous avons utilisé un plan d’expérience de type Box-
Behnken a I’aide du logiciel JMP, afin de déterminer les conditions optimales de 1’encapsulation. Une
matrice contenante 15 formulations a été obtenue en variant trois facteurs a trois niveaux (-1 0 +1), X1
(temps d'évaporation (h)), X2 (vitesse d'agitation (Tour/min)) et X3 (volume de phase W/O/W (mL)),
en fixant comme réponse le taux d’encapsulation. La formulation optimale a été préparée apres
validation du modele obtenu, a I’aide d’un microscope otique. Les microparticules obtenues présentent
une taille moyenne (principalement de 150 a 500 pum), de forme sphériques et dispersées, non
agglomérées. Par une caractérisation spectroscopique IRTF nous avons retrouvé les pics
caractéristiques de notre molécule active y compris ceux du PLA, ce qui prouve la présence de notre
extrait dans les microparticules de PLA. Les peroxydases encapsulées ont montré une diminution de
l'activité enzymatique de 50% par rapport a I’activité initiale.

Mots clés : Navet ; Brassica rapa ; peroxydase ; microencapsulation ; activité enzymatique ; PLA.

Abstract

The objective of this work is to prepare microparticles based on a biodegradable polymer
(Poly (lactic acid)), containing an enzymatic extract of red turnip (Brassica rapa.L) rich in
antioxidants such as enzymes such as catalase , superoxide dismutase (SOD) and peroxidase, using the
emulsion/solvent evaporation technique. In order to optimize the encapsulation parameters in the PLA
matrix, we used a Box-Behnken type experimental design using JMP software, in order to determine
the optimal encapsulation conditions. A matrix containing 15 formulations was obtained by varying
three factors at three levels (-1 0 +1), X1 (evaporation time (h)), phase W/O/W (mL)), setting the
encapsulation rate as the response. The optimal formulation was prepared after validation of the model
obtained, using an optical microscope. The microparticles obtained have an average size (mainly 150
to 500 um), spherical shape and dispersed, not agglomerated. By FTIR spectroscopic characterization
we found the characteristic peaks of our active molecule including those of PLA, which proves the
presence of our extract in the PLA microparticles. The encapsulated peroxidases showed a decrease in
enzymatic activity of 50% compared to the initial activity.
Keywords : Turnip ; Brassica rapa ; peroxidase; microencapsulation ; enzymatic activity ; PLA.
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