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Résumé

L’objectif de cette étude est d’évaluer I’effet de 1’encapsulation des composés phénoliques
extraits de Pulicaria odora dans les cellules de Saccharomyces cerevisiae sur leur teneur en
substances bioactives et leur activit¢ antioxydante. Les dosages ont été¢ réalisés par des
méthodes spectrophotométriques, tandis que les interactions entre les composés et les parois
cellulaires ont été vérifiées par spectroscopie FTIR. L’activité antioxydante a été mesurée en
combinant deux tests : le test & la phénanthroline pour estimer la capacité réductrice, et le test
ABTS pour quantifier la capacité de piégeage des radicaux libres.

Les résultats obtenus montrent que 1’encapsulation entraine une baisse des concentrations en
polyphénols totaux et en flavonoides, mais améliore globalement 1’activité antioxydante selon
le test ABTS. Les levures plasmolysées ont permis une meilleure rétention des polyphénols,
tandis que les levures intactes ont montré une affinité plus élevée pour les flavonoides.
Cependant, la capacité réductrice, mesurée par la méthode a la phénanthroline, a diminué suite
a la plasmolyse, suggérant une perturbation de certains mécanismes antioxydants. L’analyse
FTIR a confirmé I’existence d’interactions moléculaires entre les extraits végétaux et les
composants de la paroi cellulaire.

Ces résultats suggerent que 1’encapsulation dans les cellules de levure, notamment avec
Pulicaria odora, constitue une stratégie prometteuse pour la stabilisation et la valorisation de
composés antioxydants naturels. Cette approche pourrait trouver des applications intéressantes
dans les industries agroalimentaires et cosmétiques. Toutefois, des recherches supplémentaires
sont nécessaires pour mieux comprendre I’impact de la structure cellulaire sur la libération et
I’efficacité des composés encapsulés.

Mots clés : Pulicaria odora, composés phénoliques, encapsulation, activité antioxydante,

Saccharomyces cerevisiae.



Abstract

The aim of this study is to evaluate the effect of encapsulating phenolic compounds extracted
from Pulicaria odora into Saccharomyces cerevisiae cells on their bioactive content and
antioxidant activity. Quantification was performed using spectrophotometric methods, while
interactions between the compounds and yeast cell walls were verified by FTIR spectroscopy.
Antioxidant activity was assessed using two complementary tests : the o-phenanthroline method
to estimate reducing capacity, and the ABTS assay to measure free radical scavenging activity.
The results showed that encapsulation led to a decrease in total polyphenol and flavonoid
contents, but overall enhanced antioxidant activity according to the ABTS test. Plasmolyzed
yeast cells exhibited better retention of polyphenols, while intact cells showed higher affinity
for flavonoids. However, the reducing capacity measured by the o-phenanthroline method
decreased after plasmolysis, suggesting a disruption of certain antioxidant mechanisms. FTIR
analysis confirmed the existence of molecular interactions between the plant extracts and the
yeast cell wall components.

These findings suggest that encapsulation within yeast cells, particularly with Pulicaria odora,
represents a promising strategy for stabilizing and enhancing natural antioxidant compounds.
This approach could have valuable applications in the food and cosmetic industries.
Nevertheless, further research is needed to better understand the impact of cell structure on the
release and efficacy of the encapsulated compounds.

Keywords: Pulicaria odora, phenolic compounds, encapsulation, antioxidant activity,

Saccharomyces cerevisiae.
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Introduction

Depuis toujours, I’homme accorde une grande importance aux plantes pour leur
capacité a soulager et traiter diverses affections. Elles constituent la base de nombreuses
pratiques de médecine traditionnelle, notamment grice a leur richesse en métabolites
secondaires tels que polyphénols, alcaloides, terpénes et les flavonoides, souvent utilisés
comme composés actifs. Selon 1’Organisation mondiale de la santé (OMS), pres de 80 % de la
population mondiale dépend encore aujourd’hui de la médecine traditionnelle pour les soins de
santé primaires (Ventrella et Marinho, 2008 ; Ladoh ez al, 2014). L’ Algérie dispose d’un
patrimoine végétal riche, en particulier en plantes aromatiques et médicinales, présentant un
fort potentiel d’exploitation dans plusieurs secteurs comme la pharmacie, la cosmétique, la
parfumerie et 1’agroalimentaire. Ces plantes sont appréciées pour leurs propriétés
thérapeutiques, organoleptiques et odorantes. Elles sont également a I’origine de produits a forte
valeur ajoutée, tels que les huiles essentielles et les extraits végétaux, généralement constitués
de mélanges complexes (Kechar et al, 2016). Parmi les familles botaniques les plus
importantes de la flore algérienne, celle des Astéracées occupe une place de choix. Elle est
largement utilisée en médecine traditionnelle, en raison de la richesse de ses espéces en
composés bioactifs (Kechar et al., 2016).

Les composés bioactifs sont depuis longtemps reconnus pour leurs bienfaits sur la santé
humaine et sont encouragés a étre ajoutés a 1’alimentation par le biais de divers produits tels
que les huiles essentielles, les vitamines, les composés antioxydants, etc. Les sources de
composés bioactifs sont variées, allant de sources animales comme [’huile de poisson a des
sources végétales telles que les légumes, les racines, les noix, les fruits et les céréales
(Fernandes et al., 2019 ; Shashirekha et al., 2015 ; Lieu et al., 2024).

Dans ce contexte, notre ¢tude s’est portée sur une espece de cette famille, Pulicaria odora, une
plante qui pousse naturellement dans le village de Tahara, commune de Loulouj, daira de Collo,
wilaya de Skikda.

Le genre Pulicaria représente le troisieme plus grand groupe au sein de la famille des
Astéracées. Il comprend environ 85 especes, majoritairement herbacées (Touati ef al., 2014),
réparties dans diverses régions telles que le bassin méditerranéen, I’Europe (Espagne,
France...), I’Asie (Chine, Turquie, Japon, Corée...) et I’Afrique (Algérie, Egypte, Maroc...)
(Quézel et Santa, 1963). En Algérie, ce genre est représenté par 16 especes, dont quatre sont
originaires du Sahara (Boumaraf et al., 2016).

Parmi ces especes, Pulicaria odora occupe une place importante en médecine traditionnelle

nord-africaine. Elle est utilisée pour traiter divers maux tels que les douleurs dorsales, les
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troubles digestifs, les crampes menstruelles, les blessures ainsi que 1’ulcére gastrique
(Ezoubeiri et al., 2005).

Au Maroc, elle est connue sous le nom de "Mssakhen" et est traditionnellement administrée
aux femmes apres 1’accouchement. En plus de ses usages thérapeutiques, elle est également
employée comme épice, notamment pour parfumer le pain et la viande grace a sa saveur
particuliere (Ezoubeiri et al., 2005). Par ailleurs, selon (Bellekhdar., 1977), les racines de cette
plante sont utilisées pour leurs propriétés anti-inflammatoires, un usage confirmé par Hanbali
et al. (2005).

La plante Pulicaria odora doit ses propriétés bénéfiques en grande partie a sa richesse en
polyphénols, des composés connus pour leurs effets antioxydants et thérapeutiques. Toutefois,
ces molécules sont particuliérement instables et peuvent facilement se dégrader sous I’effet de
la lumiere, de la chaleur ou de I’oxygene. Pour pallier cette fragilité, I’encapsulation constitue
une méthode efficace permettant de protéger les polyphénols en les enfermant dans des
structures adaptées, telles que des microcapsules ou des nanoparticules, limitant ainsi leur
exposition aux facteurs externes (Costa et al., 2021 ; Zhang et al., 2025).

L’encapsulation présente de nombreux avantages, notamment en renfor¢ant la stabilité des
polyphénols et en prolongeant leur durée de conservation. Elle favorise également leur
biodisponibilité, ¢’est-a-dire leur absorption et leur utilisation efficace par 1’organisme. En les
protégeant de la chaleur, de la lumiére et de I’oxygene, elle permet de préserver leurs propriétés
biologiques et leurs effets bénéfiques sur la santé. Aujourd’hui, les techniques d’encapsulation
sont largement étudiées dans les domaines de la recherche alimentaire et des compléments
nutritionnels, car elles offrent des solutions efficaces pour exploiter pleinement le potentiel des
sources naturelles riches en polyphénols, tout en limitant leur dégradation (Pasukamonset et
al., 2016 ; Binkowska et al., 2024 ; Lu et al., 2025 ; Zhang et al., 2025).

L'encapsulation a l'aide de cellules de levure (Saccharomyces) est une méthode simple, peu
coliteuse et adaptée a une production a grande échelle pour I’administration de substances
bioactives (Round et Nelson, 2006 ; Kasote et al., 2018 ; Labuschange, 2018 ; Giinal-
Koroglu et al., 2024 ; Grambusch et al., 2024). Elle offre plusieurs avantages, notamment sa
compatibilité avec les procédés industriels et sa capacité a traiter de grandes quantités de
matieres premicres. La structure de la paroi cellulaire de la levure permet de contrdler la
libération des composés actifs tout en les protégeant efficacement contre 1’oxydation et la
dégradation. Par exemple, 1’acide chlorogénique encapsulé dans la levure a montré une stabilité
¢levée face aux variations d’humidité et de température. De plus, cette technique ne nécessite

aucun additif, utilisant uniquement de 1’eau, de la levure et les mati¢res premicres, ce qui
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garantit son innocuité pour des applications alimentaires (Joye et McClements, 2014 ;
Karaman, 2020 ; Khameneh et al., 2021 ; Li ef al., 2022 ; Oliveira et al., 2022 ; Doolam et
al., 2025).

Dans le cadre de cette étude, I’objectif est d’évaluer ’impact de la microencapsulation dans des
cellules de levure sur la teneur en composés phénoliques et sur 1’activité antioxydante de
Pulicaria odora.

Le présent travail est structuré en trois parties principales :

Une revue bibliographique porte sur I'encapsulation de composés bioactifs dans les cellules de
levure Saccharomyces cerevisiae. Elle explore en détail les différents mécanismes
d'encapsulation, les traitements préalables appliqués aux cellules afin d'en optimiser la capacité
d'adsorption et d'encapsulation, ainsi que les facteurs influengant I'efficacité du procédé.

Une deuxieme partie décrit le matériel et les méthodes employés pour la mise en ceuvre de la
microencapsulation, ainsi que les protocoles utilisés pour la quantification des composés
phénoliques, notamment les polyphénols totaux et les flavonoides. L’activité antioxydante est
¢galement évaluée a 1’aide de tests spécifiques, tels que les méthodes a la phénanthroline et a
I’ABTS.

Enfin, une partie consacrée aux résultats, a leur interprétation et a une conclusion générale.




Synthese bibliographique
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1. Définition

Le terme « polyphénols », ou « composés phénoliques », désigne un vaste groupe de molécules
dont on recense a ce jour plus de 10 000 structures différentes. Ces composés se caractérisent
par la présence d'au moins un noyau aromatique portant un ou plusieurs groupes hydroxyles,
substitués ou non.

Dans le regne végétal, la majorit¢ des composés phénoliques dérivent de 1’acide trans-
cinnamique, lui-méme synthétisé a partir des acides aminés L-phénylalanine et tyrosine, sous
I’action des enzymes phénylalanine ammonia-lyase (PAL) et tyrosine ammonia-lyase (TAL).
Ces enzymes assurent la transition entre le métabolisme primaire (via la voie du shikimate) et
le métabolisme secondaire (via la voie des phénylpropanoides) (Chehrit-Hacid, 2016).

2. Structure chimique des polyphénols

Les polyphénols présentent une grande diversité structurale, comprenant généralement des
groupes fonctionnels hétéroatomiques, en plus des hydroxyles. Ils peuvent comporter des
liaisons ester ou éther, et parfois des dérivés d’acides carboxyliques.

Les tanins hydrolysables, par exemple, contiennent fréquemment des liaisons esters. En
revanche, les tanins condensés, qui sont non hydrolysables, posseédent des structures plus
complexes avec des liaisons carbone-carbone stables, en plus des esters et éthers labiles. Cette
diversité structurale confére aux polyphénols des propriétés biochimiques variées (Abdel et

Mansour, 2017).
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Figure 01 : Structure chimique des fractions phénoliques : (a) Pyrocatechol (b) Résorcinol (c)
Pyrogallol (d) Phloroglucinol (Abdel et Mansour, 2017).

3. Classification

Les polyphénols sont largement présents dans le regne végétal et abondent dans divers aliments
tels que les fruits, les légumes ou encore le thé. On dénombre plus de 8000 structures
différentes, classées principalement selon leur structure chimique (figure 5). Les principales
familles comprennent les flavonoides, les acides phénoliques, les tanins et les stilbénes.
En tant que métabolites secondaires des plantes, les polyphénols se caractérisent par la présence

de noyaux aromatiques portant un ou plusieurs groupes hydroxyles. Ils se retrouvent
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généralement sous forme de mélanges complexes, et leur biodisponibilité est souvent limitée,

car ils sont difficilement absorbés sous leur forme naturelle (Ding et al., 2018).
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Figure 02 : La classification et les structures chimiques des polyphénols (Ding et al., 2018).
4. Localisation des polyphénols
Les polyphénols sont principalement localisés dans deux compartiments cellulaires : les
vacuoles et la paroi cellulaire. Dans les vacuoles, ils se présentent généralement sous forme
conjuguée (liés a des sucres ou a des acides organiques), ce qui facilite leur solubilité et réduit
leur toxicité intracellulaire. Au niveau de la paroi, ils sont associés a des polymeres comme la
lignine ou a d'autres polyphénols tels que les flavonoides, contribuant ainsi a la rigidité
structurelle des parois cellulaires, a la croissance végétale et a la défense contre les pathogenes
(Naczk et Shahidi, 2006).
La distribution des polyphénols varie également selon les organes et tissus de la plante. Par
exemple, dans les feuilles, les anthocyanes et les flavonoides sont majoritairement localisés
dans 1’épiderme, tandis que dans les fruits, leur accumulation peut étre spécifique. Chez la
pomme, les anthocyanes participent a la coloration de la peau, tandis que d'autres composés
influencent les caractéristiques organoleptiques de la chair, comme 1’amertume et I’astringence
(Bénard, 2009).
5. Biosynthése et métabolisme des polyphénols
Les polyphénols sont issus de ’assemblage de structures simples dérivées de phénols de base.
Leur biosynthese repose principalement sur la voie des phénylpropanoides, issue de 1’acide
shikimique, ou sur la voie des acides phénoliques, responsable de la formation des gallo-tannins
et composés apparentés. Les flavonoides et I’acide caféique jouent également un role important
dans cette voie.

o)
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La synthese des polyphénols implique des précurseurs comme la phénylalanine et la malonyl-
CoA. Par exemple, les gallo-tannins peuvent étre formés par oxydation de la 1,2,3,4,6-
pentagalloyl-glucose ou par dimérisation, aboutissant a la formation de tanins hydrolysables.
Les anthocyanidines, précurseurs des tanins condensés, sont synthétisées grace a l'action
d'enzymes clés telles que la dihydroflavonol réductase et la leucoanthocyanidine réductase
(LAR). L’ajout de motifs catéchine et épicatéchine permet ensuite la formation de polymeres
complexes, non hydrolysables (Tanner et al., 2003).

Par ailleurs, la glycosylation par ’enzyme glucosyltransférase augmente la solubilité des
polyphénols (Krasnow et Murphy, 2004).

Deux enzymes majeures interviennent ¢galement dans leur métabolisme :

e Lapolyphénol oxydase (PPO), qui catalyse I’oxydation des o-diphénols en o-quinones.
Ces derniers polymérisent rapidement pour former des pigments bruns, noirs ou rouges,
expliquant notamment le brunissement des fruits. Chez les insectes, la PPO est
impliquée dans le durcissement de la cuticule.

e La laccase, une enzyme principalement fongique, catalyse le clivage des cycles
hydrocarbonés et I'hydroxylation des phénols. Elle joue un rdle clé dans la dégradation
de la lignine, un composant structural complexe et résistant du bois (Hertweck, 2009).

6. Role biologique des polyphénols
Les composés phénoliques remplissent des fonctions écologiques essentielles au sein des
plantes (Lattanzio et al., 2006) :

e Régulation hormonale : ils peuvent moduler 1’activité d’hormones végétales telles que
I’auxine, en I'inhibant ou en la stimulant.

e Protection contre les UV : certains polyphénols, notamment les pigments, absorbent les
rayons ultraviolets, réduisant ainsi les effets d’ionisation nocifs.

e Role défensif : en tant que phytoalexines, ils aident a prévenir les infections
microbiennes.

e Signalisation : ces molécules participent a des processus complexes comme la
maturation des fruits, la défense cellulaire ou encore la réponse au stress.

7. Utilisation chimique des polyphénols

Les polyphénols possedent de nombreuses applications chimiques en raison de leurs propriétés
réactives. Historiquement, ils ont été utilisés comme colorants naturels pour la teinture de fibres
non synthétiques, en particulier a partir d'extraits riches en tanins, comme ceux issus de I’écorce

de grenade en Inde (Jindal et Sharma, 2004).
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Ils ont également servi dans le tannage du cuir, grace a leur capacité a réagir avec les protéines
pour former des complexes stables. Aujourd’hui, les polyphénols trouvent de nouvelles
applications en tant que précurseurs dans la chimie verte, participant a des procédés respectueux
de I’environnement (Polshettiwar et Varma, 2008).
Le liquide de coque de noix de cajou (CNSL) représente une source importante de composés
phénoliques utilisés dans 1’industrie des polymeéres. Il entre dans la formulation de peintures,
vernis, résines, revétements, polyméres polyuréthanes, ainsi que dans des matériaux composites
comme les bois traités et certains caoutchoucs (Edoga et al., 2006).
8. Activité antioxydante des polyphénols
Les polyphénols exercent une activité antioxydante marquée via plusieurs mécanismes :

e Neutralisation directe des radicaux libres réactifs,

e Che¢lation des ions métalliques catalysant la formation de radicaux,

o Inhibition d’enzymes pro-oxydantes,

e Régénération des antioxydants lipophiles, comme I’a-tocophérol (Rice-Evans et al.,

1996 ; Nijveldt et al., 2001 ; Liu et Guo, 2005).

Deux principaux mécanismes d’action ont €té proposés :

1. Transfert d’hydrogene : les polyphénols cédent un atome d’hydrogene pour stopper la

propagation des radicaux libres.

2. Transfert d’électron unique : formation d’un cation radicalaire stable.
L’efficacité antioxydante dépend de facteurs tels que 1’énergie de dissociation des liaisons O—
H et le potentiel d’ionisation du composé (Quideau et al., 2011 ; Makris et Boskou, 2014).
Ces réactions sont essentielles pour neutraliser les especes réactives de 1’oxygeéne (ROS)
comme O, HO* ou ROOe, produites en exces lors de situations de stress oxydatif
(inflammation, exposition aux polluants, radiations, etc.) (Bohm et al, 1998 ; Bravo, 1998 ;
Dangles, 2006).
9. Effets potentiels sur la santé
Les extraits polyphénoliques issus de pépins de raisin, d’écorce de pin, de pulpe d’olive ou
encore de peaux de fruits sont souvent intégrés a des compléments alimentaires, produits
cosmétiques ou aliments fonctionnels, bien que aucune allégation de santé officielle ne soit
encore établie (Watson, 2012).
La grande diversité structurale des polyphénols complique I’établissement de recommandations
nutritionnelles précises et rend difficile la généralisation de leurs effets physiologiques.
Certaines allégations doivent encore é&tre validées scientifiquement (Halliwell, 2007).

Parmi les polyphénols, on trouve des phytoestrogenes, qui présentent une affinité pour les
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récepteurs aux cestrogenes. Leurs effets peuvent étre bénéfiques ou déléteres, aussi bien chez
I’humain que chez les animaux d’élevage (Woclawek-Potocka et al., 2013).
Les recherches actuelles, qu’elles soient in vitro ou in vivo, sont encore limitées et parfois
contradictoires, en raison de plusieurs facteurs (Williamson et Manach, 2005) :

e Absence de biomarqueurs validés, notamment pour les effets anticancéreux ou anti-

inflammatoires ;
e Manque d’études a long terme permettant d’établir des liens mécanistiques solides ;
o Utilisation de concentrations non physiologiques dans les essais in vitro, compromettant
leur extrapolation a 1’organisme vivant.

Cependant, des études animales ont montré que les polyphénols peuvent étre absorbés au niveau
de Dintestin gréle (Carbonaro et al., 2001), et qu’ils peuvent subir des transformations
enzymatiques par la microflore intestinale, produisant des métabolites mieux absorbés (Del Rio
et al., 2010).
10. Facteurs de variabilité des teneurs en polyphénols
10.1. Facteurs externes
Le métabolisme des composés phénoliques est fortement influencé par des facteurs
environnementaux tels que la lumiere, la température, les agents pathogenes, ainsi que les
traitements agronomiques (Dinelli ef al., 2006).
10.1.1. Lumiére
La lumicre exerce une action a la fois quantitative et qualitative sur I’accumulation des
polyphénols, en particulier des flavonoides. Elle stimule I’expression des enzymes clés de la
biosyntheése phénolique, entrainant une augmentation de la teneur en composés phénoliques
dans les tissus exposés (Hireche, 2013).
10.1.2. Température
La température influence les teneurs en polyphénols aussi bien durant la croissance des fruits
qu’apres la récolte.
Un stress thermique, a partir de 35°C, favorise la syntheése de flavonoides et d’acides
hydroxycinnamiques. A I’inverse, un stress par le froid (4°C) peut également activer les
enzymes PAL et CHS, responsables de la biosynthése des polyphénols. Par ailleurs, a des
températures extrémes, 1’oxydation enzymatique des polyphénols par la polyphénol oxydase
(PPO) et la peroxydase (POD) est inhibée, permettant une accumulation plus importante de ces

composés (Hireche, 2013).
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1. Généralités sur la microencapsulation des composés bioactifs dans des cellules de
levure

Saccharomyces cerevisiae est utilisé depuis longtemps dans les industries alimentaires,
notamment pour la fabrication du pain et des boissons alcoolisées, et est considéré comme sans
danger. En microencapsulation, la levure est depuis longtemps un matériau privilégié et
largement utilisé pour de nombreux composés (Shi et al, 2007 ; Parapouli ez al., 2020 ;
Dimopoulos er al., 2021). La principale raison de ce choix réside dans ses propriétés
structurales et ses avantages cellulaires spécifiques par rapport a d’autres matériaux.
La levure est un organisme eucaryote de forme sphérique ou elliptique (Figure 3). Les cellules
ont une taille relativement petite, avec un diametre d’environ 2 a 5 um, et possédent une paroi

cellulaire rigide (Paramera et al., 2014 ; Kilcher et al., 2008).

Mitochondries

Membrane plasmique

vacuome

Peroxysome

Paroi cellulaire

Figure 03 : Structure de la cellule de levure

Les couches externes de la paroi cellulaire comprennent une mannoprotéine, responsable de la
porosité, et une couche interne composée de B-1,3- et B-1,6-glucanes et de chitine, conférant
une rigidit¢ mécanique (Fig. 4) (Paramera et al., 2014). Cette structure augmente ’efficacité
de la protection des composés bioactifs apres les processus de microencapsulation.

Les cellules de levure possedent une fine membrane plasmique, principalement composée de
phospholipides, ainsi que de stérols et de protéines. Certaines protéines spécifiques permettent
une absorption sélective ou une sécrétion membranaire de substances solubles (Van der Rest

et al, 1995). Ces ¢éléments peuvent agir comme des barrieres fonctionnelles lors de la
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microencapsulation (Coradello & Tirelli, 2021). La perméabilité sélective, qui controle ce qui
entre et sort de la cellule, est I'une des fonctions principales de la membrane plasmique.

En plus des avantages offerts avant et pendant le processus de microencapsulation, la levure
joue également efficacement son réle de "coque protectrice" apres la microencapsulation. Selon
une ¢tude de Normand ez al. (2005), la paroi cellulaire reste stable jusqu’a 263 °C et n’est pas
affectée par les composés microencapsulés. Cette propriété est particulierement intéressante
pour le secteur alimentaire, car les cellules de levure peuvent protéger les composés
microencapsulés lors des étapes de chauffage dans la production et la transformation des
aliments. L’analyse SEM menée par Errenst et al. (2021) a montré que le limonene
microencapsulé par les cellules de levure restait intact apreés 20 heures de lavage a ’hexane,
sans perte du composé.

En plus d’étre un matériau efficace pour la microencapsulation, les cellules de levure se
distinguent également par leur valeur nutritionnelle et bénéfique pour la santé. Les
polysaccharides de la paroi cellulaire, en particulier les [B-1,3- et B-1,6-D-glucanes
hydrosolubles, sont résistants aux toxines, possédent des propriétés antioxydantes, et sont
utilisés dans des thérapies anticancéreuses (Kogani ef al., 2008 ; Sambrani et al., 2019).
L’un des objectifs principaux de la microencapsulation est de garantir que les composés
protégés soient libérés au bon endroit et au bon moment. Dans des conditions simulées du tube
digestif, les microcapsules de levure peuvent libérer leur contenu grace aux milieux acide
(fluide gastrique) ou basique (fluide pancréatique), qui peuvent détruire la structure de la paroi
cellulaire (Paramera et al., 2014).

Bertolo ef al. (2019) ont montré que la digestibilité in vitro de la levure atteint plus de 95 % et
qu’elle pourrait €¢galement servir de source de protéines pour I’organisme.

Grace a ses avantages technologiques, sanitaires et économiques, la levure est devenue un
matériau de confiance et préféré aussi bien par les producteurs que par les consommateurs. En
plus de ses caractéristiques structurales remarquables, la cellule de S. cerevisiae s’impose

comme un matériau potentiel.
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Figure 04 : L’enveloppe cellulaire de Saccharomyces cerevisiae (Paramera et al., 2014)
Matériau de micro encapsulation pouvant étre appliqué dans la technologie alimentaire.

2. Cellule de levure comme microcapsule potentielle

2.1. Micro encapsulation de composés bioactifs dans la cellule de levure
La levure possede un statut GRAS (Generally Recognized As Safe) et est

biodégradable. Les cellules de levure, qu’elles soient vivantes ou mortes, humides ou séches,
intactes ou traitées, peuvent toutes étre utilisées pour la micro encapsulation (Paramera et al.,
2011 ; Bishop et al., 1998). La mise en ceuvre de cette méthode est également simple grace a
l'utilisation de nombreux agents de traitement de la levure, rendant les procédés de
microencapsulation dans la levure de plus en plus variés et adaptables a chaque objectif
d’encapsulation.
Grace a leur structure particuliere, les cellules de levure peuvent étre utilisées pour la
microencapsulation de composés hydrophobes et hydrophiles, qu’ils soient solubilisés dans des
solvants organiques ou aqueux.
Des études de microencapsulation ont été menées avec de nombreux composés bioactifs, tels
que :

e La curcumine (Paramera et al., 2011),

e L’acide chlorogénique (Shi et al., 2007),
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e Lathymoquinone (Karaman, 2020),

e Le limonéne (Normand et al., 2005),

o Etles anthocyanines (Dong et al., 2020).
Les résultats obtenus ont démontré I’adéquation des cellules de levure en raison de leur
performance significative en mati¢re de microencapsulation et de leur efficacité a protéger les
composés dans des conditions défavorables telles que la lumiére, la température ou encore
I’exposition aux environnements gastro-intestinaux.
Diverses approches sont utilisées pour encapsuler les composés bioactifs dans les cellules de
levure (voir Tableau 1 et Figure 05). Allant de méthodes simples a des combinaisons de
techniques, les stratégies de microencapsulation utilisant les cellules de levure deviennent de
plus en plus diversifiées.
Tableau 1 : Role de la technique d'encapsulation par les cellules de levure sur les composés

bioactifs naturels

Technique Matériau  de Matériau Efficacité Biodisponibilité Références
d’encapsulat | paroi noyau d'encapsulation | (%
-ion (%) Estomac | Intestin
gréle
Plasmolyse | -Cellule de | -Huile de | 59.97 +3.70% N/A N/A (Karaman,
levure graine de 2020)
Saccharomyces | cumin noir 5.2%-12.6% N/A N/A (Shi et al,
cerevisiae -Un 2007)
antioxydant 36.45+ 0.35% N/A N/A
Saccharomyces | hydrosoluble (Lieu et al.,
cerevisiae Anthocyanine | 27% N/A N/A 2020)
Saccharomyces (Nguyen et
cerevisiae Anthocyanine al., 2018)
Autolytique | Saccharomyces | Huile de | 82.7+ 1.0% N/A N/A Czerniak et
cerevisiae poisson al., 2015
50.1-57.7% N/A N/A
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Saccharomyces | Huile Dimopoulos
cerevisiae essentielle etal., 2021
d’origan
Emulsion Cellule de levure | Limonéne 70.6-85.9% N/A N/A Errenst et
Saccharomyces | Huile de 53-65% N/A N/A al., 2021
cerevisiae graines de Kavosi et
Cellule de levure | pourpier N/A 23.80% | 71.08% | al., 2018
Huile de krill +2.34% | £1.77% | Fu et al,
antarctique 2021
Traitements | Saccharomyces | Anthocyanine | 40.22+0.67% N/A N/A Lieu et al.,
par cerevisiae 2020
ultrasons Saccharomyces | Curcumine 58.5% N/A N/A de Andrade
cerevisiae etal., 2022
Saccharomyces | Fisétine 76.6% N/A N/A
cerevisiae
Infusion Saccharomyces | Curcumine Supérieur N/A N/A Young et
sous vide cerevisiae 91.4% al., 2017
Champ Saccharomyces | Huile 49.9-61.8% N/A N/A Dimopoulos
électrique cerevisiae essentielle etal., 2021
pulsé (PEF) d’origan
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Figure 05 : Etapes de la microencapsulation de composés bioactifs dans les cellules de
levure

2.2. Traitement destiné a induire la perméabilité cellulaire
2.2.1. Méthode de plasmolyse

La plasmolyse est depuis longtemps une méthode couramment utilisée pour augmenter
la capacité de charge des cellules de levure (Figure 06). Elle repose sur I’effet de la pression
osmotique : lorsque les cellules sont exposées a un milieu hypertonique, elles se contractent,
entrainant une réduction de leur volume et une altération de la paroi et de la membrane
plasmique, cette derniére étant le principal site affecté par la libération de constituants
membranaires (Morris ef al., 1986).
Cette méthode nécessite un temps de traitement relativement long, ainsi que 1’usage de produits
chimiques le plus souvent du chlorure de sodium (Na Cl) (Karaman, 2020 ; Shi ez al., 2007 ;
Lieu et al., 2020 ; Dong et al., 2020), de traitements thermiques (Nguyen ef al., 2018 ; Bishop
et al., 1998) et d’enzymes (Czerniak et al., 2015). Ces traitements permettent d'améliorer la
permeabilité cellulaire et la diffusion des composés bioactifs, augmentant ainsi la capacité
d’encapsulation. Lorsqu’elles sont replacées dans un milieu isotonique, les cellules retrouvent
partiellement leur forme, bien que leur structure interne demeure altérée (Morris et al., 1986).
Paramera et al. (2011) ont montré que la plasmolyse induite par le Na Cl provoque des
modifications de la membrane cytoplasmique, notamment une altération de la structure
lipidique qui augmente sa fluidité. Par ailleurs, les mannoprotéines sont partiellement
dégradées, et la paroi cellulaire devient plus fine en raison de la dégradation des B-1,4 et B-1,6-
glucanes.
Selon Karaman (2020), les cellules de levure non plasmolysées présentent une surface lisse et

réguliere, tandis que les cellules plasmolysées sont légerement rétrécies et déformées. Cette
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modification structurelle facilite I'incorporation de composés bioactifs. Il a été rapporté que le
taux d’absorption d’huile atteint 29,98 % dans les cellules plasmolysées, contre seulement 9,59
% dans les cellules non traitées.

Shi et al. (2007) ont montré que 1’efficacité de la microencapsulation de I’acide chlorogénique
pouvait étre doublée grace a I’utilisation de cellules plasmolysées. De méme, Dong et al. (2020)
ont observé une amélioration significative de la capacité d'encapsulation des anthocyanines
lorsque la concentration en Na Cl atteignait 10 %.

Nguyen et al. (2018) ont démontré que la teneur en eau des cellules influence également
I’efficacité¢ de la microencapsulation : les cellules humides présentent une perméabilité plus
¢levée aux composés hydrophiles, tels que les anthocyanines, ce qui augmente leur efficacité
d’encapsulation.

Par ailleurs, Bishop et al. (1998) ont montré que la microencapsulation pouvait étre réalisée par
diffusion passive, indépendamment de la viabilité des cellules. Cette méthode, bien que simple
a mettre en ceuvre, présente cependant une efficacité limitée. Pour pallier cette limitation, la
plasmolyse est souvent combinée a d’autres techniques telles que les méthodes d’émulsion
(Karaman, 2020 ; Kavosi et al., 2018), ['usage d’éthanol ou d’ultrasons (Lieu ez al., 2020), le
séchage par pulvérisation (Sultana ef al., 2017) ou encore la lyophilisation (Shi et al., 2007).
En somme, la plasmolyse constitue une étape préliminaire stratégique permettant d’augmenter

la capacité d'encapsulation des cellules de levure.
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Figure 06 : Illustration du procédé de plasmolyse
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2.2.2. Méthode d’autolyse

Comme la méthode de plasmolyse, ’autolyse est une technique de prétraitement des
cellules avant la microencapsulation (Figure 07). L’autolyse des levures résulte de I’activité
des enzymes hydrolytiques, notamment des protéases et nucléases, qui provoquent la libération
de produits de dégradation tels que des peptides, acides aminés et nucléotides dans
I’environnement (Dimopoulos et al., 2021 ; Czerniak et al., 2015).
Selon Czerniak et al. (2015), la température optimale pour I’autolyse des levures est d’environ
55 °C, et I’ajout d’acétate d’éthyle a une concentration de 1,5 % (p/p) améliore I’efficacité de
la microencapsulation de 1’huile de poisson. Les observations en microscopie €lectronique a
balayage (SEM) réalisées par Dimopoulos ez al. (2021) lors de la microencapsulation de I’huile
essentielle d’origan dans des levures ont révélé une dégradation de la couche externe de
mannoprotéines, entrainant une perte de rigidité de la paroi cellulaire apres 24 heures
d’autolyse, ainsi que I’apparition de plis a la surface des cellules.
Cette dégradation facilite I’encapsulation des composés bioactifs au sein des cellules de levure.
Cependant, cette méthode nécessite un temps de traitement prolongé et des températures
¢levées (5285 °C). Ainsi, la durée et la température du traitement sont des facteurs critiques,

particuliérement pour les composés bioactifs sensibles.
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Figure 07 : Illustration de 1'autolyse processus
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2.2.3. Méthode d’émulsion

Les émulsions, systémes de dispersion entre substances immiscibles comme 1’huile et
I’eau, sont largement utilisées en microencapsulation. L’eau joue un rdle clé en facilitant
I’ouverture des parois cellulaires et en augmentant la perméabilité, permettant ainsi la
pénétration des composés bioactifs dans les cellules de levure (Errenst et al., 2021). Le
processus consiste a mélanger les cellules de levure avec les composés a encapsuler, sous des
conditions précises d’agitation, puis a récupérer les cellules chargées par centrifugation (Figure
08).
Errenst et al. (2021) décrivent un protocole en trois étapes pour encapsuler le limonéne,
combinant émulsion, contact cellulaire et séchage (CPF). L’émulsion est absorbée par les
levures via adsorption de surface, forces capillaires et agglomération. De méme, Fu et al. (2021)
ont montré que 1’huile de krill antarctique est efficacement encapsulée selon sa solubilité,
réduisant le temps de saturation.
Apres encapsulation, le séchage (pulvérisation, lyophilisation ou CPF) permet de stabiliser les
produits et de prolonger leur conservation (Paramera et al., 2011 ; Czerniak et al., 2015).
Bien que cette méthode soit simple et efficace, la présence d’huile dans la préparation finale
peut limiter son application dans les produits alimentaires sans maticres grasses, et la nature

hydrophile ou hydrophobe du composé bioactif doit étre prise en compte.
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Figure 08 : Illustration du procédé a base d’émulsion
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2.2.4. Infusion sous vide

L’infusion sous vide (Figure 09) permet une évaporation rapide du solvant, concentrant ainsi
les substances biologiques, tout en facilitant leur transport a travers la paroi et la membrane
cellulaires vers I’intérieur des cellules (Young et al., 2017). Cette méthode a été utilisée avec
succes pour la microencapsulation de 1’huile essentielle de Manuka dans des cellules de levure,
améliorant la stabilité de ses composés volatils dans un contexte industriel (Liu ez al, 2021).
Selon Young et al. (2017), ’efficacité de ’encapsulation de la fisétine et de la curcumine
dépend fortement de la concentration en éthanol, celle de 35 % offrant les meilleurs résultats.
Les taux d’encapsulation atteignent alors respectivement 66,6 % et 64 %, contre seulement 10,3
% et 18,6 % par diffusion passive. En outre, le processus d’encapsulation est extrémement
rapide, inférieur a 5 minutes, soit 288 fois plus rapide qu’en diffusion passive.

Ces résultats indiquent que 1’infusion sous vide est une méthode bien plus efficace et économe
en temps et en énergie que la diffusion passive. Toutefois, son application peut entrainer des
dommages aux cellules de levure, ce qui pourrait compromettre ’efficacité globale de la

microencapsulation.
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Figure 09 : Illustration du procédé d’infusion sous vide
2.2.5. Traitement par ultrasons
Dans I’industrie, les ultrasons sont couramment employés pour la lyse cellulaire et
I’inactivation des micro-organismes. Ils altérent la paroi et la membrane cellulaires en les
rendant plus fines et perforées, ce qui modifie la perméabilité cellulaire (Guerrero et al., 2001

; Wu et al., 2015). Ce phénomene améliore la microencapsulation des composés bioactifs dans




Chapitre I : Microencapsulation par les levures

les levures, comme 1’augmentation de I’encapsulation des anthocyanes (Lieu et al., 2020) et du
B-caroténe (Pham-Hoang et al., 2018).

Les levures traitées aux ultrasons montrent une meilleure capacité de rétention d’huile
comparée a celles traitées par température, Na CI ou éthanol (Bertolo et al., 2019). Cependant,
ce traitement géneére de la chaleur pouvant réduire 1’efficacité de 1’encapsulation et accroitre la
dégradation des anthocyanes plus que d’autres méthodes (Lieu ef al., 2020). De plus, il rend
les cellules plus sensibles a la chaleur (Ciccolini er al, 1997). L’intensit¢ des ultrasons
influence directement les résultats, rendant le choix des paramétres et des composés bioactifs

crucial pour optimiser la microencapsulation.
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Fig. 10 : Illustration du procédé par ultrasons
2.2.6. Méthode des champs électriques pulsés (PEF)

La technologie des champs électriques pulsés (PEF) est utilisée depuis plusieurs
décennies dans 1’industrie alimentaire pour diverses applications telles que la conservation
(Toepfl et al., 2007) et I’extraction de composés végétaux (Lopez et al., 2009 ; Puértolas et
al., 2013 ; Lopez et al., 2008). Elle repose sur 1’application de courtes impulsions électriques
a un matériau placé entre deux ¢€lectrodes, générant un champ ¢électrique dont I’intensité dépend
de la tension et de la distance entre ¢lectrodes (Puértolas et al., 2012).

Chez les levures, le traitement PEF induit une augmentation de la perméabilité cellulaire en
modifiant la paroi et les membranes, facilitant ainsi la diffusion des solutés (Ganeva et al.,

2014). Stirke et al. (2019) ont observé des altérations structurales et une récupération

membranaire post-traitement via I’absorption de TPP*. Selon Puértolas et al. (2012), des
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champs faibles a modérés (1-10 kV/cm) et des durées variant de 100 a 10 000 us influencent
I’osmose cellulaire. Dimopoulos ef al. (2021) ont montré, par microscopie €lectronique, que le
PEF appliqué a 107 kJ/kg permettait la formation de pores dans les levures, tout en maintenant
I’intégrité de la paroi, améliorant ainsi la diffusion et 1’efficacité de la microencapsulation des
huiles essentielles comme 1’origan. Cette technique permet un encapsulage plus rapide a des
températures ou durées réduites, bien que sa mise en ceuvre a grande €chelle reste complexe et

nécessite une adaptation fine des paramétres selon le composé bioactif ciblé.
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Fig. 11 : Vue schématique de la paroi cellulaire et du rescellage de la membrane
cellulaire aprés traitement par champ électrique pulsé (PEF) (Stirke ez al., 2019)
3.Efficacité de la microencapsulation
La stabilit¢ des composés bioactifs est cruciale pour garantir leurs bienfaits, ce qui nécessite
une évaluation approfondie apreés encapsulation, notamment concernant leur résistance a la

chaleur, a I’oxydation, leur conservation et leur libération dans les conditions gastro-

intestinales.

3.1Stabilité thermique

La stabilité thermique est particulicrement importante, car ces composés sont souvent
sensibles a la chaleur, qui peut entrainer leur dégradation ou inactivation. Cependant, la
microencapsulation dans des cellules de levure réduit significativement ces effets. Paramera
et al. (2011b) ont démontré que la levure offre une meilleure protection thermique a la

curcumine entre 100 et 200 °C, comparée a la B-cyclodextrine et a I’amidon modifié. De méme,
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Normand et al. (2005) ont montré que la paroi cellulaire de levure reste stable jusqu’a 263 °C
et protege efficacement le limonéne encapsulé.
Young et al. (2019) ont rapporté que les cellules de levure plasmolysées protégent la curcumine
contre la dégradation a 70 °C pendant 30 minutes et a 90 °C pendant 1 minute, grace a des
modifications structurales qui favorisent la liaison a la curcumine. Par ailleurs, Lieu et al
(2020) ont montré qu’une combinaison de traitements a 1’éthanol et aux ultrasons réduit les
pertes thermiques des anthocyanes lors de leur encapsulation.
Ces ¢tudes suggerent que les cellules de levure améliorent notablement la résistance thermique
des composés bioactifs microencapsulés.

3.2. Stabilité des composés bioactifs durant le stockage

La stabilité des composés bioactifs durant le stockage est cruciale pour maintenir leurs
propriétés fonctionnelles. Les cellules de levure agissent comme une barriere protectrice,
améliorant la conservation des composés encapsulés face aux agressions extérieures.
Shi et al. (2007) ont montré que les microcapsules d’acide chlorogénique protégent
efficacement contre ’humidité et la lumicre, avec une conservation supérieure a 98 %. De
méme, la curcumine microencapsulée dans les cellules de levure présente une durabilité
multipliée par 5,5 a 32,8 % d’humidité relative, et une stabilité¢ doublée méme a des humidités
¢levées (65,4-90 %) par rapport a la curcumine non encapsulée.
Karaman (2020) a rapporté une amélioration notable de la stabilité thermique, hygrométrique
et lumineuse de la thymoquinone encapsulée dans des levures plasmolysées, avec une réduction
significative de sa dégradation a 65 °C. Paramera et al. (2011) ont également observé une
augmentation par 2,6 de la stabilité optique de la curcumine apres encapsulation.
La stabilit¢ de I’huile de poisson a été renforcée apres 30 jours de stockage grace a une
encapsulation par autolyse (Czerniak et al, 2015). Sultana et al. (2018) ont attribué la
protection contre I’oxydation des ardmes sur deux mois principalement aux mannoprotéines et
B-glucanes de la paroi de levure. Cependant, certains composés, comme les anthocyanes,
peuvent etre dégradés par des enzymes intracellulaires. Nguyen ef al. (2018) ont montré qu’a
37 °C, la perte de couleur des anthocyanes passe de 36,5 % dans des cellules normales a
seulement 2,5 % apres un traitement thermique inhibant ces enzymes. Ces résultats confirment
que la microencapsulation dans les cellules de levure améliore significativement la stabilité des
composés bioactifs, sous réserve d’optimiser les conditions de stockage (température, humidité,
lumiere) et de choisir la méthode d’encapsulation appropriée afin de préserver au mieux les

propriétés biologiques.

ﬂ
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3.4. Activité antioxydante
L’activité antioxydante est un critére fréquemment utilisé pour évaluer la valeur fonctionnelle
des composés bioactifs. Une étude antérieure a montré que 1’activité antioxydante du resvératrol
a ¢ét¢ maintenue, voire améliorée aprés microencapsulation dans des cellules de levure
plasmolysées (Shi et al., 2008).
L’activité piégeuse des radicaux DPPH du resvératrol est passée de 27,37 % a 63,35 £ 0,31 %
avec une augmentation de la concentration de 10,18 a 31,21 pg/mL apres microencapsulation
(Shi et al., 2008).
Cependant, Karaman (2020) a montré que 1’activité antioxydante des cellules plasmolysées
¢tait inférieure a celle des cellules non plasmolysées, en raison d'une perte des composants
antioxydants des cellules pendant le processus de plasmolyse, aprés 8 jours de stockage.
Cela indique que ’efficacité de la protection dépend du type de composé bioactif encapsulé et
de la technique de microencapsulation utilisée.
3.5. Solubilité
La faible solubilit¢ de certains composés spécifiques (huiles essentielles, vitamines
liposolubles, acides gras, etc.) constitue un frein majeur a leur application dans les technologies
alimentaires. L’amélioration de leur solubilité est donc I'un des objectifs principaux de la
microencapsulation.
Lorsque les microcapsules sont introduites dans une solution, elles subissent une désintégration,
suivie d’une dissolution progressive, influencée par des facteurs tels que la solubilité du noyau,
la taille des particules, et les propriétés hydrophiles ou hydrophobes (Dadkhodazade et al.,
2021). Des études ont montré que I’encapsulation dans des cellules de levure améliore la
solubilité¢ des composés bioactifs. Shi et al. (2008) ont montré que le resvératrol encapsulé
avait une solubilité dans I’eau a 25 °C deux fois supérieure a celle du resvératrol liquide, et trois
fois plus élevée que le resvératrol sous forme cristalline. De méme, la solubilité de la curcumine
a été significativement améliorée par microencapsulation dans les cellules de levure (Paramera
etal, 2011).
Ces résultats montrent que ’encapsulation de composés hydrophobes dans des cellules de
levure permet de contourner leur faible solubilité, augmentant ainsi leur potentiel d’application
dans divers secteurs industriels.
4.Capacité de libération dans les sites cibles et I’environnement digestif
Les bienfaits pour la santé des composés bioactifs ne sont atteints que lorsqu’ils sont libérés
aux sites cibles. En général, les sites de libération de ces composés se situent dans le tractus

gastro-intestinal. Les microcapsules préparées a partir de cellules de levure ont la capacité de

ﬂ
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réguler la libération du matériau central, assurant une libération prolongée vers la cible
(Dadkhodazade et al., 2021).

Shi et al. (2007) ont indiqué que plus de 95 % de I’acide chlorogénique était libéré en deux
heures et complétement libéré en cinq heures dans un liquide digestif simulé. Cela suggére que
les cellules de levure n’affectent pas la libération du composé.

Une autre étude de Shi ef al. (2008) a montré qu’environ 90 % du resvératrol étaient libérés en
90 minutes dans un liquide gastrique simulé lorsqu’il était microencapsulé par des cellules de
levure, réduisant ainsi la faible biodisponibilité du resvératrol.

De méme, Dadkhodazade et al. (2018) ont montré que les cellules de levure pouvaient aider a
une libération prolongée du cholécalciférol dans 1I’environnement gastrique et une libération
presque compléte dans 1’environnement intestinal lorsque le taux de libération atteignait
97,9 %. Cette libération était bénéfique pour augmenter la biodisponibilité du cholécalciférol
dans I’intestin gréle, lorsque les graisses lipophiles comme le cholécalciférol peuvent traverser
les cellules intestinales et entrer dans la circulation sanguine.

Cela montre que les microcapsules sont libérées de maniére controlée, se produisant lentement
et étant hautement solubles dans des conditions de liquide gastrique et intestinal simulés. Cet
effet facilite I’action des composés bioactifs, augmente leur capacité d’absorption et évite leur
¢limination trop rapide, ce qui permet de mieux exploiter les bénéfices que ces substances

actives apportent a I’organisme.
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Matériel et méthodes

1.Matériel végétal

La plante utilisée dans cette étude est Pulicaria odora, appartenant a la famille des Astéracées.
Elle est connue pour ses propriétés médicinales, notamment ses effets antioxydants et anti-
inflammatoires. Cette étude a pour objectif d’évaluer I’impact de 1’encapsulation des composés
phénoliques dans des cellules de levure sur leur teneur et sur I’activité antioxydante de Pulicaria
odora. Dans le cadre de ce travail, les feuilles et les racines ont été sélectionnées en tant que
parties d’intérét, puis récoltées le 25 février 2025 dans la région de Louloudj (Skikda). Apres
la cueillette, les échantillons ont été soigneusement rincés a 1'eau du robinet afin d'éliminer tous

les débris, avant d’étre placés dans des sacs en plastique propres et transportés au laboratoire.

Figure 12 : plante Pulicaria odora

2. Méthodologie

2.1. Extraction

Les polyphénols ont été extraits par macération selon la méthode décrite par Xiang et Nasee
(2018), avec quelques ajustements. Apres la récolte du Pulicaria odora, les différentes parties
de la plante, tant aériennes (les feuilles) que souterraines (les racines), sont soigneusement
lavées a I’eau du robinet pour éliminer toute impureté présente. Une fois nettoyées, une quantité
suffisante des parties végétales (feuilles et racines) sont coupées en petits morceaux. Ces
morceaux sont ensuite placés dans un mortier, ou ils sont broyés avec une quantité adéquate
d’éthanol (200ml) pour obtenir un mélange homogene.

Le mélange broyé¢ est ensuite transféré dans un bécher contenant 800 ml d’éthanol, veillant a
ce que les morceaux soient complétement immergés. Le bécher est ensuite couvert de papier

aluminium afin de protéger I’extrait de la lumiére et est placé dans un environnement propre, a
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I’abri de la lumiére, pendant une période de 24 heures pour permettre une extraction compléte
des polyphénols.

Apres cette période de macération, I’extrait est filtré pour séparer les résidus solides du liquide.
Le solvant (éthanol) est ensuite éliminé a 1’aide d’un évaporateur rotatif, ce qui permet de
concentrer I’extrait. Enfin, les extraits concentrés ont été récupérés et soumis a un séchage dans
une étuve, maintenue a une température constante de 40°C.

2.2. Microencapsulation des composés phénoliques

2.2.1. Préparation de la souche de levure

Dans cette étude, la levure Saccharomyces cerevisiae a été cultivée sur des boites de Pétri
contenant un milieu Sabouraud, a une température de 30 °C pendant 48 heures. A l'issue de
cette incubation, les cellules obtenues ont été utilisées pour ensemencer un milieu liquide de
bouillon nutritif, ajusté a une densité optique de 0,2 mesurée a 600 nm. Les cultures ont ensuite
¢été incubées a 30 °C pendant 3 jours. Apres la croissance, les cellules ont été récupérées par
centrifugation a 6000 tours par minute pendant 10 minutes. (Nguyen ef al., 2018).

2.2.2. Plasmolyse des souches de levures

40 grammes de levure ont été dissous dans 500 ml d’une solution de Na Cl a 10 %. Ce mélange
a ensuite été soumis a une plasmolyse pendant 24 heures a 55 °C. A I’issue de cette étape, les
cellules ont été séparées du surnageant par centrifugation a 2000 g pendant 10 minutes. Le culot
obtenu a été lavé a 1’eau distillée, puis agité a température ambiante pendant une heure afin
d’¢éliminer Na Cl. Cette étape de lavage suivie d'une centrifugation a été répétée deux fois.
Enfin, les cellules purifiées ont été soumises a une lyophilisation (Kurek ef al., 2023).

2.2.3. Microencapsulation des composés phénoliques

L’encapsulation des composés phénoliques a été effectuée a I’aide de cellules de levure intactes
ou plasmolysées, dans un systeme aqueux. Un rapport massique de 5 :1 (levure/extrait) a été
respecté, avec un hydromodule fixé a 1 :100. Le mélange a été incubé sous agitation constante
a 200 rpm dans un agitateur thermostatique, maintenu & 37 °C pendant 24 heures. A la fin de
I’incubation, I’efficacit¢ d’encapsulation a ¢été déterminée selon la méthode décrite par
Kalinina ez al. (2022).

.2.2.4. Observation microscopique des microcapsules

L’observation microscopique des extraits phénoliques encapsulés a été réalisée afin d’évaluer
leur distribution et leur interaction avec les cellules de levure. Deux types de microcapsules ont
été utilisés : extraits encapsulés dans des levures intactes et des extraits encapsulés des levures
plasmolysées. Les échantillons ont été préparés en déposant une goutte de la suspension sur une

lame de microscope, puis recouverts d’une lamelle couvre-objet. Les observations ont été
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effectuées a I’aide d’un microscope optique a un grossissement de 100x. Cette analyse a permis
de visualiser la répartition des extraits encapsulés a la surface ou a I’intérieur des cellules, ainsi
que d’évaluer les différences morphologiques entre les levures intactes et plasmolysées en
termes de capacité d’encapsulation.

2.2.5. Efficacité d’encapsulation

L’efficacité d’encapsulation a été évaluée afin de mesurer la capacité des cellules de levure,
intactes ou plasmolysées, a encapsuler les composés phénoliques. Pour cela, 0,2 g de poudre
ont été extraits dans 2 ml d’un mélange d’éthanol, d’acide acétique et d’eau (50 :8 :42, v/v/v),
suivi d’une agitation de 30 minutes a température ambiante. La séparation des phases a été
réalisée par centrifugation a 3000 rpm pendant 10 minutes. Les teneurs en polyphénols totaux,
flavonoides ont été quantifiées par spectrophotométric (Robert et al., 2010 ; Kalinina et al.
(2022).

L’efficacité d’encapsulation (EE) a été calculée selon la formule suivante :

EE(%) = PR x100
TPT

TPE : représente la concentration totale des composés phénoliques (polyphénols ou
flavonoides) effectivement encapsulés dans les cellules de levure.
TPT : correspond a la concentration initiale en composés phénoliques (polyphénols ou
flavonoides) présente dans 1’extrait avant encapsulation (Cegledi ef al., 2022).
2.3. Dosage des composés phénoliques
2.3.1. Dosage des polyphénols totaux
La quantification des polyphénols totaux dans les extraits végétaux est couramment réalisée a
I’aide du réactif de Folin-Ciocalteau, un mélange d’acide phosphotungstique et d’acide
phosphomolybdique. En présence de composés phénoliques, ce réactif est réduit, formant des
complexes d’oxydes de tungstene et de molybdeéne de couleur bleue. L’intensité de cette
coloration, mesurée entre 725 et 750 nm, est proportionnelle a la concentration en polyphénols.
Dans le cas des extraits de Pulicaria odora, 2 ml d’extrait sont mélangés avec 0,2 ml du réactif
de Folin-Ciocalteau, puis 1,4 ml de carbonate de sodium (Naz COs) a 7,5 % (m/v) sont ajoutés.
Le mélange est incubé pendant 2 heures a température ambiante et a 1’abri de la lumiere.
L’absorbance est ensuite mesurée a 760 nm a 1’aide d’un spectrophotométre UV-1800
(Shimadzu). Les teneurs en polyphénols totaux sont exprimées en milligrammes équivalents

acide gallique par gramme d’extrait sec (mg EAG/g ES), en se référant a une courbe




Matériel et méthodes

d’¢étalonnage obtenue avec des concentrations d’acide gallique comprises entre 0 et 1 mg/mL
(Waterhouse, 1999).

2.3.2. Dosage des flavonoides

La quantification des flavonoides a été réalisée selon la méthode décrite par Chang et al.
(2002), avec quelques modifications. Cette méthode repose sur la formation d’un complexe
stable entre les ions aluminium (AI**) et les groupes hydroxyles des flavonoides, en particulier
au niveau des carbones 4 et 5. Ce complexe, de couleur jaune, présente une absorption
maximale a 415 nm.

Pour I’analyse des extraits de Pulicaria odora, 0,2 ml de 1’extrait sont mélangés a 1,72 ml
d’éthanol a 96 %, 0,4 ml de chlorure d’aluminium (AICI3) a 10 %.

Le mélange est agité, puis incubé a température ambiante pendant 30 minutes dans 1’obscurité.
L’absorbance est ensuite mesurée a 415 nm a ’aide d’un spectrophotometre UV-1800
(Shimadzu).

Les concentrations en flavonoides totaux sont exprimées en milligrammes équivalents
quercétine par gramme d’extrait sec (mg EQ/g ES), en se basant sur une courbe d’étalonnage
réalisée avec des solutions standards de quercétine.

2.4. Analyse FTIR

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier en mode réflexion totale atténuée (ATR-
FTIR) a ét¢ employée pour l'analyse des extraits de Pulicaria odora avant et apres
encapsulation. Les mesures ont été réalisées a 1’aide d'un spectromeétre FTIR Cary 600, équipé
d'un accessoire MIRacle™ ATR a réflexion unique avec un cristal de diamant (IRE) fourni par
PIKE Technologies. Différents échantillons ont été examinés, notamment les extraits
phénoliques non encapsulés, les cellules de levure, ainsi que les extraits encapsulés dans des
cellules de levure intactes et plasmolysées. Les spectres ont été obtenus en moyennant 32 scans,
sur une gamme spectrale de 4000 a 400 cm™, avec une résolution de 4 cm™ (Sala et al.,2020).
2.5. Effet de la microencapsulation sur ’activité antioxydante

L’impact de la microencapsulation sur le potentiel antioxydant des extraits de Pulicaria odora
a été évalué en appliquant deux méthodes spectrophotométriques reconnues : ABTS (2,2'-
azinobis(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) et la méthode de réduction de la phénanthroline.
2.5.1. Méthode ABTS

Cette méthode repose sur la capacité des composés antioxydants a neutraliser le radical
cationique ABTSe*, ce qui entraine I’apparition d’une coloration bleu-vert mesurable par

spectrophotométrie. Le radical ABTSe* est généré par oxydation de I’ABTS, un sel
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d’ammonium dérivé de [’acide 2,2'-azinobis(3-éthylbenzothiazoline) -6-sulfonique,
initialement incolore.

La formation de ce radical se déroule en deux étapes. Dans un premier temps, le persulfate de
potassium (K2S:0s) oxyde une molécule d’ABTS en arrachant un électron a I’un de ses atomes
d’azote, générant ainsi le radical ABTSe*. Ensuite, en présence d’un antioxydant capable de
céder un proton (HY), le radical réagit pour former ABTSH", entrainant une diminution de
I’intensité de la coloration (Re et al., 1999).

Pour la préparation de la solution mere d’ABTS, 19,2 mg d’ABTS et 3,3 mg de K2S:0s sont
dissous dans 5 ml d’eau distillée. Le mélange est incubé a 1’obscurité a température ambiante
pendant 16 heures afin de permettre la formation du radical ABTS*. La solution mére est ensuite
diluée avec de I’eau distillée jusqu’a obtention d’une absorbance comprise entre 0,7 et 1 a 734
nm, conformément a la méthode décrite par Re et al. (1999).

Pour le test, 1 ml de la solution d’ABTS a été ajouté a chaque tube contenant les solutions filles
d’extraits de plante aux différentes concentrations (comprises entre 0 et 1 mg/mL). Les
mélanges ont été incubés dans 1’obscurité pendant 30 minutes, puis les absorbances ont été
mesurées a 734 nm.

L’activité antioxydante a été calculée en utilisant la formule suivante :

o ([absorbance du controle — absorbance de 1I'échantillon)]
% inhibition = — x 100
absorbance du controle

Les pourcentages d’inhibition du radical ABTS ont ét¢ évalués en fonction des concentrations
d’extrait afin de déterminer I’indice ICso qui correspond concentration d'un composé
provoquant 50 % d'inhibition d'une activité mesurée ; elle traduit I'efficacit¢ d'une molécule
(plus I'ICso est basse, plus I'efficacité est grande). Les résultats ont été comparés a ceux obtenus

avec les antioxydants de référence, a savoir le BHA et le BHT.

2.5.2. Méthode de la réduction de phénanthroline

L’activité réductrice a été évaluée selon la méthode a la phénanthroline, décrite par
Szydlowska-Czerniak (2008). Un volume de Iml d'extrait, & différentes concentrations (0-
Img/ml), a été mélangé avec Sml de chlorure ferrique (Fe Cls) a 0,2 %, 3 ml de phénanthroline
a 0,5 % et 11 ml de méthanol. Le mélange obtenu a été incubé a température ambiante, a
l'obscurité, pendant 20 minutes. Aprés incubation, 1’absorbance de la solution, de couleur
orange-rouge, a ¢t¢ mesurée a 510 nm. Les standards utilisés étaient le BHA et le BHT. Les
résultats ont été exprimés en Ao.s (mg/ml), correspondant a la concentration nécessaire pour

obtenir une absorbance de 0,50.
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2.6. Analyse statistique

Les moyennes et ’écart-type des trois répétitions, ainsi que les représentations graphiques, ont
été¢ calculés a l’aide d’Excel 2013 (Microsoft Excel Version 3. 2013, Microsoft Corp.,
Redmond, WA, USA). Un test ANOVA a un facteur, suivi du test Post hoc de Tukey, a été
réalisé avec le logiciel Minitab® (Minitab Statistical Software for Windows, version 19.1.1.0,
Minitab, LLC, 1829 Pine Hall Road, State College, PA, USA) pour comparer les moyennes
obtenues. Les lettres en exposant (a, b, ¢, d) indiquent des différences significatives au seuil de
0,05. Les spectres FTIR ont été tracés a 1’aide du logiciel Origin Pro 2019 SR1 (version
9.61.0000, Origin Lab Corporation, Northampton, MA, USA).
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La micrographie optique met en évidence la capacité des cellules de levure, qu’elles
soient intactes ou plasmolysées, a encapsuler les extraits bioactifs de Pulicaria odora. Les
cellules intactes présentent une morphologie sphérique a ovoide typique des levures, avec des
contours nets, indiquant une intégrité membranaire bien conservée apres I’incubation avec les
extraits. Aucune lyse cellulaire ni déformation majeure n’est observée, ce qui témoigne d’une
bonne compatibilité entre le matériel biologique (levures) et les composés végétaux (Figure
(13) A). Une coloration intracellulaire diffuse est visible dans de nombreuses cellules intactes,
vraisemblablement li¢e a I’absorption de composés pigmentés présents dans 1’extrait, tels que
les flavonoides, les phénols ou les sesquiterpeénes. Ces composés semblent s'accumuler dans le
cytoplasme ou a proximité des vacuoles, suggérant un mécanisme d’adsorption ou de diffusion
passive suivi d’une rétention intracellulaire.

En parallele, I’observation des cellules plasmolysées révele une morphologie globalement
sphérique, mais avec un contenu intracellulaire rétracté vers le centre, signe typique d’une
plasmolyse induite par un traitement hypertonique (Figure (13) B). Ce phénoméne crée un
espace clair entre la membrane plasmique et la paroi cellulaire. Une coloration marquée au
centre des cellules est nettement visible, suggérant la localisation préférentielle des extraits au
niveau de la vacuole centrale. Cette observation indique que les composés bioactifs de Pulicaria
odora ont probablement ét¢ absorbés et stockés dans cette structure interne, en accord avec le
role physiologique de la vacuole dans le stockage et la régulation de substances chez les levures.
Malgré les modifications structurales liées a la plasmolyse, I’intégrité globale des cellules est
préservée, et leur densité élevée dans le champ microscopique confirme leur stabilité
morphologique apres traitement.

L’¢tude des levures Saccharomyces cerevisiae sous différentes conditions (intactes,
plasmolysées et encapsulées) a permis de mieux comprendre I’impact du traitement par
plasmolyse et de I’encapsulation végétale sur leur structure cellulaire. Les micrographies
obtenues au microscope optique ont révélé des modifications morphologiques marquées en
fonction des traitements subis.

Les levures intactes ont présenté une morphologie classique, caractérisée par une forme
sphérique ou ovoide réguliére, une distribution homogene et un cytoplasme bien coloré. En
revanche, les levures plasmolysées ont subi une rétraction notable de leur contenu
cytoplasmique, observable sous forme d’un espace clair entre la paroi cellulaire et le
cytoplasme, conséquence d’une perte d’eau dans un milieu hypertonique (Korber et al., 1996).
Ce comportement est typique de cellules soumises a un stress osmotique important, pouvant

affecter leur viabilité.
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Selon Coradello et Tirelli (2021), les cellules de levure présentent une structure multicouche,
constituée d’une paroi cellulaire poreuse et d’'une membrane plasmique, qui peuvent permettre
I’entrée passive de composés bioactifs par diffusion. Le passage des polyphénols se fait par
adsorption sur la paroi, suivie d’une diffusion a travers les pores hydratés, puis d’un équilibre
de partage membranaire, a condition que ces composés soient suffisamment solubles dans les
milieux aqueux et lipidiques internes. Cette capacité de pénétration est considérablement
améliorée par la plasmolyse, qui affaiblit la membrane plasmique et rend la cellule plus
perméable.

Ce mécanisme de diffusion passive des polyphénols a I’intérieur des levures encapsulées
explique en partie la protection observée, non seulement en surface, mais également a I’intérieur
de la cellule. Il est donc plausible que les extraits de Pulicaria odora aient partiellement pénétré
les cellules plasmolysées, exercant une activité antioxydante ou stabilisante interne.

En paralléle, les levures intactes encapsulées ont montré une bonne stabilité morphologique,
traduisant un enrobage homogene. Méme si la diffusion interne des composés est probablement
moindre qu’en conditions plasmolysées, la présence d’une couche végétale externe semble
suffisante pour assurer une protection structurelle.

L'encapsulation des levures avec des extraits de Pulicaria odora constitue une stratégie efficace
pour préserver leur intégrité morphologique, en particulier aprés un stress osmotique. Les
résultats montrent que les composé€s végétaux peuvent non seulement se fixer a la surface
cellulaire, mais aussi diffuser a I'intérieur des cellules plasmolysées, contribuant a leur
stabilisation. Ces observations ouvrent la voie a des applications prometteuses dans la
protection des probiotiques, la libération contrdlée d’actifs, ou I’amélioration des formulations
biotechnologiques.

2. Teneurs en composés phénolique de Pulicaria odora

2.1. Courbes d’étalonnage

Les teneurs en polyphénols totaux, flavonoides ont été déterminées a ’aide de courbes
d’¢étalonnage respectivement établies avec 1’acide gallique, la quercétine. Les résultats sont
exprimés en milligrammes équivalents d’acide gallique par gramme de maticre fraiche (mg
EAG/g ES) pour les polyphénols totaux, et en milligrammes équivalents de quercétine par

gramme de matiere fraiche (mg EQ/g ES) pour les flavonoides (la figure 14).
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Figure 14 : Courbes d’étalonnage : A : Acide gallique, B : quercétine

2.2. L'effet de I'encapsulation sur la teneur en composés phénoliques
Les teneurs en composés phénoliques, incluant les polyphénols totaux et les flavonoides,
mesurées avant encapsulation ainsi qu’apres encapsulation a 1’aide de levures plasmolysées

(LP) et de levures intactes (LI), sont présentées dans la figure ci-dessous.
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Figure 15 : Effet d’encapsulation sur la teneur en composés phénoliques : A : Polyphénols
totaux, B : flavonoides

La figure 15 (A) présente les concentrations en polyphénols totaux (moyenne + écart-type)
pour trois €chantillons : extrait, levure plasmolysée (LP) et levure intacte (LI). L analyse de
variance (ANOVA) a révélé une différence hautement significative entre les teneurs en
polyphénols totaux des différents échantillons (p < 0,001). Le test de comparaison multiple de

Tukey a permis de préciser ces différences. L’extrait affiche une teneur moyenne en
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polyphénols totaux significativement plus ¢levée (0,8173 = 0,0258 mg EAG/g ES) que la levure
plasmolysée (0,6012 = 0,0371 mg EAG/g ES) et la levure intacte (0,5279 + 0,0267 mg EAG/g
ES). En revanche, aucune différence significative n’a été observée entre les deux types de
microcapsules. Ces résultats indiquent que 1’extrait est nettement plus riche en composés
phénoliques que les autres échantillons, tandis que la plasmolyse n’a pas significativement
amélioré I’extraction des polyphénols par rapport a la levure intacte.

La figure 15 (B) illustre la concentration en flavonoides : extrait, levure plasmolysée (LP) et
levure intacte (LI). L’extrait présente la teneur la plus élevée en flavonoides (0,8353 + 0,0004
mg EQ/g ES), suivi de la levure plasmolysée (0,8267 + 0,0004 mg EQ/g ES), tandis que la
levure intacte affiche la concentration la plus faible (0,6699 + 0,0002 mg EQ/g ES). La présence
de lettres exposantes distinctes (2, b, ©) souligne des différences statistiquement significatives
entre les moyennes (p < 0,05), mettant en évidence 1’effet bénéfique de la plasmolyse sur la
libération des flavonoides.

L’évaluation de I’efficacité de I’encapsulation est illustrée par les données présentées a

la figure 16
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Figure 16 : Effet d’encapsulation sur la teneur en composés phénoliques : A : Polyphénols
totaux, B : flavonoides

L’analyse de I’efficacité d’encapsulation des polyphénols totaux a révélé une différence
moyenne entre les deux méthodes d’encapsulation, sans toutefois atteindre le seuil de
signification statistique (p > 0,05). L’encapsulation LP a présenté une efficacit¢ moyenne de
73,71 + 6,88 %, comparativement a 64,56 + 1,22 % pour I’encapsulation LI. Par conséquent,
dans les conditions expérimentales de cette ¢tude, aucune des deux encapsulations ne peut étre
considérée comme significativement plus efficace que 1’autre en termes de rétention des
composés phénoliques (figure 16).

L’analyse de I’efficacité d’encapsulation des flavonoides a révélé une différence significative
entre les deux méthodes d’encapsulation (p < 0,05). L’encapsulation LP a montré une efficacité
moyenne ¢levée de 98,98 + 0,07 %, tandis que ’encapsulation LI a atteint une efficacité
moyenne de 80,20 = 0,01 %. Ces résultats indiquent que 1’encapsulation LP est
significativement plus performante que 1’encapsulation LI pour la rétention des flavonoides
dans les conditions expérimentales étudiées.

Discussion

Les extraits de Pulicaria odora ont affiché des teneurs en composés phénoliques de 0,8173 +
0,0258 mg EAG/g d’ES pour les polyphénols totaux et de 0,8353 + 0,0004 mg EQ/g d’ES pour
les flavonoides. Ces concentrations se révélent nettement inférieures a celles rapportées par

Benmahammed ez al. (2024), qui ont obtenu respectivement 2,77 mg EAG/g d’ES et 0,70 mg

3



Résultats et discussion

EQ/g d’ES. De surcroit, elles demeurent faibles en comparaison des résultats obtenus par
Saidani ez al. (2023), dont les extraits étaient caractérisés par des teneurs significativement plus
¢élevées, atteignant 305 mg équivalents catéchine (EC) pour les polyphénols totaux et 56 mg
équivalents quercétine (EQ) pour les flavonoides.

La variation des résultats peut tre attribuée a plusieurs facteurs. Parmi les facteurs intrinséques
figure la génétique de Plucaria odora, tandis que les facteurs extrinséques incluent les
conditions climatiques, le stade de maturité au moment de la récolte ainsi que les modalités de
stockage. D’autres éléments, tels que la période et la saison de récolte, les techniques
d’extraction employées et les protocoles de dosage, peuvent également influer sur les résultats.
Par ailleurs, la teneur en composés phénoliques varie selon la méthode d’extraction utilisée.
Selon Rahmani (2020), la solubilité de ces composés dépend de leur degré de polymérisation,
lequel est influencé par la distribution des métabolites secondaires, les interactions avec
d’autres constituants présents, ainsi que par le type de solvant utilisé.

Dans nos résultats, nous constatons qu'apres l'encapsulation des levures, il y a une diminution
trés marquée de la quantité de polyphénols (polyphénols totaux), que ce soit dans la levure
plasmolysée (0,6012 + 0,0371) ou dans la levure intacte (0,5279 + 0,0267), cela est cohérent
avec les résultats de Dames et al. (2023). De plus, en comparant les résultats de ces deux types
de levures, on remarque qu’il n’y a pas de différences significatives entre elles, mais plutdt une
réduction notable du contenu en polyphénols, et cela, contrairement aux résultats obtenus par
Faghrourr et al. (2023), ou Il semble que les extraits encapsulés dans des cellules plasmolysées
présentent des concentrations de composés phénoliques (polyphénols totaux) plus €levées que
ceux encapsulés dans des levures intactes. En effet, la concentration de polyphénols dans les
cellules plasmolysées est d'environ 5,83 + 0,09 mg EAG/g d'ES, tandis que celle des
polyphénols dans les cellules intactes est d'environ 4,16 + 0,07 mg EAG/g d'ES. Des études,
notamment celle de Tan ez al. (2020), ont démontré qu'une augmentation de la concentration
en NaCl jusqu’a 15 % (p/v) entraine une diminution du rendement d'encapsulation. Ce
phénomeéne pourrait s'expliquer par I'effet délétere d'une concentration élevée en NaCl sur la
membrane des cellules de levure, ce qui entraverait la diffusion des composés phénoliques a
l'intérieur de ces cellules. Dans les procédés d'encapsulation utilisant les levures, 1'effet de la
plasmolyse varie selon la nature du matériau a encapsuler : Kavosi et al. (2018) rapportent une
augmentation de la capacité de charge, tandis que Cerit (2025) et Karaman (2021) constatent
une diminution de l'efficacité d'encapsulation.

Cependant, une analyse ANOVA a révélé une différence significative (p < 0,05) entre les

concentrations de flavonoides avant et apres 1’encapsulation. Les résultats ont montré une
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diminution globale de ces concentrations apres le processus. Toutefois, les extraits encapsulés
dans des cellules de levure plasmolysées présentaient des teneurs en flavonoides plus élevées
que ceux encapsulés dans des levures intactes. En effet, les concentrations en flavonoides dans
les cellules plasmolysées étaient d’environ (0,8267 = 0,0004 mg EQ/g ES) contre (0,6699 +
0,0002 mg EQ/g ES) dans les cellules intactes. Afin de mieux interpréter les variations
observées dans les concentrations de flavonoides aprés encapsulation, 1’efficacité
d’encapsulation a été évaluée. Cette analyse a permis de confirmer les résultats précédents en
mettant en évidence la capacité des différents matériaux de paroi, notamment les cellules de
levure plasmolysées et intactes, a retenir les composés phénoliques au cours du processus. Une
meilleure efficacité d’encapsulation suggere une protection plus efficace des flavonoides, ce
qui peut expliquer les différences de concentration observées entre les échantillons. En effet,
nous avons constaté¢ que les cellules de levure plasmolysées présentaient une efficacité
d'encapsulation plus ¢élevée (98,97%) que les cellules intactes (80,20%), ce qui rejoint les
observations de Faghrourr et al. (2023).

La plasmolyse est une méthode couramment utilisée pour améliorer la capacité de chargement
des cellules de levure dans les procédés de microencapsulation. Elle repose sur I’application
d’un stress osmotique, généralement induit par un milieu hypertonique tel que le Na CI,
provoquant une rétraction cellulaire accompagnée de modifications structurelles de la
membrane plasmique et de la paroi cellulaire (Karman ez al., 2020 ; Shi et al., 2007 ; Lieu et
al., 2020 ; Dong et al, 2020). Cette rétraction réduit la surface cellulaire et entraine une
libération de composants membranaires (Paramera et al., 2011).

La plasmolyse peut étre induite par des agents chimiques (souvent NaCl), des traitements
thermiques (Nguyen et al., 2018 ; Bishop et al., 1998) ou enzymatiques (Czerniak et al., 2015),
chacun contribuant & améliorer la diffusion intracellulaire des composés bioactifs. Morris et
al. (1986) ont montré que, bien que le retour a un milieu isotonique puisse inverser partiellement
la contraction cellulaire, les altérations internes persistent.

D’un point de vue structural, Paramera ef al. (2011) ont démontré que le NaCl altére
I’organisation lipidique de la membrane, augmentant sa fluidité, tout en amincissant la paroi
cellulaire via une dégradation partielle des mannoprotéines et des glucanes B-1,4 et B-1,6.
Karman (2020) a observé que les cellules plasmolysées présentent une surface 1égérement
rétractée, contrairement aux cellules intactes a surface lisse et homogeéne. Ces modifications
favorisent la microencapsulation.

En termes d’efficacité¢, Karman (2020) a rapporté un taux d’absorption d’huiles de 29,98 %

pour les cellules plasmolysées contre 19,59 % pour les cellules non traitées. Shi ez al. (2007)
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ont observé que 1’encapsulation de 1’acide chlorogénique pouvait doubler apres plasmolyse,
tandis que Dong et al. (2020) ont noté une amélioration significative de 1’encapsulation des
anthocyanes avec 10 % de NaCl. Nguyen et al. (2018) ont également mis en évidence 1’effet
de la teneur en eau sur la perméabilité cellulaire, les cellules humides étant plus perméables aux
anthocyanes que les cellules séches. Enfin, Bishop et al. (1998) ont montré que la perte de
viabilité cellulaire n’affecte pas la capacité d'encapsulation des huiles essentielles, car le
processus repose sur une diffusion passive.

Cependant, I’efficacité globale de la plasmolyse demeure modérée, en raison de cette diffusion
passive. Elle est donc souvent combinée a d’autres méthodes telles que 1’émulsification
(Karman, 2020 ; Kavosi ef al., 2018), 1’utilisation d’éthanol et d’ultrasons (Lieu et al., 2020),
le séchage par pulvérisation (Sultana et al., 2017) ou la lyophilisation (Shi et al., 2007).

En résumé, bien que simple a mettre en ceuvre, la plasmolyse est principalement utilisée comme
traitement préliminaire afin d’augmenter [’efficacit¢ de la microencapsulation avant
I’application de techniques complémentaires (Dong et al.,2024).

2.3 Analyse FTIR des extraits avant et aprés encapsulation

Les résultats de 1’analyse FTIR sont présentés dans la figure

extrait encapsulé dans cellules intactes
extrait encapsulé dans cellules plasmolysées

— X trait
levure

Transmitance(a.u)

T T T T T T T T T I T I T T :
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Nombre d'onde (cm-1)

Figure 17 : Spectres FTIR des extraits avant et apreés encapsulation.
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Les spectres FTIR de Saccharomyces cerevisiae ont révélé des régions bien définies
correspondant a des vibrations spécifiques des constituants cellulaires : les protéines (amide I
autour de 1600 cm™ et amide II entre 1480—1500 cm™), les acides nucléiques (1180—1300
cm™), les glucides (1080—1200 cm™) et les lipides (2800—3000 cm™), ainsi qu’une large bande
entre 3000-3500 cm™ attribuée a 1’¢longation NH des protéines (Szeghalmi et al., 2007 ;
Saulou et al., 2010 ; Cheeseman et al., 2021). 1l reste cependant difficile de différencier les
composants cytoplasmiques de ceux de la paroi cellulaire. Le spectre FTIR de I’extrait
polyphénolique présentait des bandes caractéristiques : OH (3200-3600 cm™), C=0 (1650—
1750 cm™), C=C (1500-1600 cm™) et C—O (1000-1300 cm™), témoignant de la présence de
groupes hydroxyles, carbonyles, aromatiques et éthers. Aprés encapsulation, des modifications
spectrales notables ont été observées : disparition des bandes entre 500-900 cm™!, apparition de
nouvelles liaisons, et une bande large a 3342 cm™' correspondant probablement au
chevauchement des vibrations NH des protéines de levure et OH des polyphénols, suggérant la
formation de liaisons hydrogéne et d’interactions hydrophobes entre 1’extrait et la cellule
(Paramera, 2011). Les bandes amide I et II a 1657 et 1537 cm™ semblent également étre
superposées aux vibrations aromatiques des polyphénols (Larionova et al.,, 1999 ; Ci et al.,
2002). Ces modifications — changements de forme, d’intensité et disparition des bandes
spécifiques aux polyphénols — confirment 1’encapsulation effective des composés phénoliques
dans les cellules de levure, probablement par interactions avec les protéines et polysaccharides

cellulaires (Semouma et al., 2024).

3. Effet de I’encapsulation sur P’activité antioxydante des extraits de Plucaria odora
L’activité antioxydante a été mesurée en recourant a deux méthodes : ABTS et
Phénanthroline. Les résultats de la méthode ABTS sont exprimés en ICso (mg/ml), représentant
la concentration requise pour inhiber 50 % de l'activité radicalaire. Quant a la méthode
Phénanthroline, les résultats sont exprimés en Ao.s (mg/ml), définie comme la concentration
nécessaire pour atteindre une absorbance de 0,5. Les valeurs obtenues sont présentées dans le

tableau suivant.
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Tableau 02 : Activité antioxydante par la méthode ABTS et Phénanthroline.

IC50 + Ecart -type

(mg/ml) ABTS

Ao.s + Ecart-type (mg /ml)

Phénanthroline

Extrait

1.680 + 0.002 »

0,950+0,001®

Levure plasmolysée

1.028 £0.001 »

1,134+0,001 2

Levure intacte

1.028 £0.001 »

0,945+0,001 ®

Les résultats des tests antioxydants par ABTS et phénanthroline révelent des variations
significatives de I’activité antioxydante selon le type de traitement.

Le test ABTS montre que I’activité antioxydante, exprimée par I’IC50, est significativement
plus ¢€levée pour la levure plasmolysée (LP) et la levure intacte (LI), qui affichent une IC50 de
1.028 + 0.001 mg/ml, comparativement a 1’extrait seul (1.680 = 0.002 mg/ml). Les lettres
exposées indiquent une différence statistiquement significative entre 1’extrait (a) et les deux
types de levure (b), sans distinction significative entre LP et LI. En revanche, les résultats du
test de la phénanthroline indiquent une activité antioxydante plus faible pour LP, avec une
valeur de Ao.s de 1,134 + 0,001 mg/ml, significativement plus élevée que celles de I’extrait
(0,950 + 0,001 mg/ml) et de LI (0,945 + 0,001 mg/ml), qui ne différent pas significativement
entre eux. Ces observations suggerent que I’efficacité antioxydante varie en fonction du test
utilisé et de la forme de levure appliquée, qu’elle soit encapsulée ou non.

Les résultats du test ABTS sont en accord avec ceux rapportés par Kerrout ez al. (2023) ainsi
que Boudeghdegh ez al. (2023), ou I’encapsulation a permis une amélioration significative de
I’activité antioxydante, sans différence notable entre les microcapsules a base de levures
intactes et celles plasmolysées. Ces observations confirment le role potentiel de la levure en
tant que vecteur d’encapsulation efficace pour les composés phénoliques, comme 1’ont
¢galement mentionné Giimiisay et al. (2025). Par ailleurs, Vieira ef al. (2016) ont montré que
I’extrait lyophilis¢é de levure de biere usagée est particuliecrement riche en protéines, en
vitamines du groupe B et en minéraux essentiels. Il présente une activité antioxydante élevée et
contient des composés phénoliques bioactifs tels que 1’acide gallique et la catéchine.
Il a également été démontré que le genre Saccharomyces est capable d’absorber les composés
phénoliques présents dans son environnement, ce qui entraine une augmentation de sa capacité

antioxydante ainsi que de sa teneur en composés phénoliques.
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Dans une ¢étude sur les performances antioxydantes des levures, des extraits de levure ont été
incorporés dans des hamburgers, et il a été constaté que ces extraits inhibaient la formation de
substances réactives a l'acide thiobarbiturique dans les échantillons (Wang et Xiong, 2005).
Selon Jensen et al. (2004), cette activité antioxydante repose sur divers mécanismes
enzymatiques, faisant intervenir des enzymes telles que la superoxyde dismutase (SOD), la
catalase et la glutathion peroxydase, qui participent a la neutralisation des radicaux libres via
des réactions de détoxification. Des études expérimentales ont démontré que les B-glucanes et
les mannanes dérivés de levures améliorent significativement l'activité antioxydante des
formulations encapsulées (Guo et al., 2019).

Les résultats du test a la phénanthroline ont montré que l'extrait ainsi que la levure intacte
présentaient une activité antioxydante élevée, sans différence significative entre les deux. En
revanche, 'activité antioxydante observée dans I'échantillon contenant la levure plasmolysée
¢tait nettement plus faible par rapport aux deux autres. Ces résultats contrastent avec ceux
rapportés par Semouma et al. (2024), qui ont observé une amélioration de l'activité
antioxydante aprés microencapsulation, avec les microcapsules a base de levure plasmolysée
affichant la plus forte activité antioxydante selon les cinq méthodes d’analyse utilisées (DPPH,
ABTS, pouvoir réducteur, phénanthroline et nanoparticules d’argent). De plus, Giimiisay et al.
(2025) ont ¢galement signalé que les microcapsules de levure présentaient les activités DPPH
les plus élevées, sans différence significative entre elles. Ainsi, nos résultats s’opposent a ces
deux études, ce qui pourrait étre attribué a des différences méthodologiques, a la nature des
extraits utilisés ou encore aux conditions expérimentales de la plasmolyse.

L'activité antioxydante de la phénanthroline est plus €¢levée dans les cellules de levure intactes
que dans les cellules de levure plasmolysées. Cette observation peut s'expliquer par le fait que
la plasmolyse constitue une condition expérimentale susceptible de perturber les processus
cellulaires normaux. Selon Karaman (2021), la plasmolyse provoque la perte de constituants
cellulaires comme les protéines et les polysaccharides, connus pour leurs propriétés
antioxydantes. Ce processus vide la cellule de levure, ce qui améliore sa capacité de
chargement, mais réduit son activité antioxydante.

Dans des conditions physiologiques normales, l'intégrité des cellules de levure intactes peut
permettre une expression plus marquée de leur activité antioxydante (Radovanovi et al., 2009
; Brito et al., 2014).

Les cellules intactes possedent des organites cellulaires tels que les mitochondries et les
peroxysomes, qui sont essentiels dans la production et la neutralisation des radicaux libres. Ces

organites renferment des systémes enzymatiques puissants, comme les superoxyde dismutases,
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les catalases et les peroxydases, qui contribuent activement a la détoxification des especes
réactives de l'oxygene (ERO). En revanche, lors de la plasmolyse, ces organites peuvent étre
endommagés ou perdus, ce qui altére leur capacité a neutraliser les radicaux libres (Fu et al.,
2021).

Les cellules intactes conservent leur structure et leur intégrit¢ membranaire, éléments essentiels
pour se protéger contre le stress oxydatif. Les membranes cellulaires, constituées de lipides et
de protéines, jouent un role clé dans cette défense, étant des cibles privilégiées des radicaux
libres, en particulier les acides gras polyinsaturés. Préserver 1'intégrité de la membrane permet
ainsi d'éviter l'intrusion des especes réactives de I'oxygene (ERO) et de réduire le stress oxydatif
(Gongalves et al., 2017).

De plus, les cellules intactes parviennent a maintenir un équilibre redox optimal grace a une
régulation précise de leur potentiel redox et a la production d'antioxydants endogenes tels que
le glutathion et la vitamine C. Ces antioxydants jouent un role essentiel dans la neutralisation
des radicaux libres et la protection des composants cellulaires contre les dommages oxydatifs.
En revanche, lors de la plasmolyse, le métabolisme cellulaire peut étre perturbé, ce qui réduit
la production d'antioxydants endogenes et diminue ainsi 'activité antioxydante (Rice-Evans ef
al., 1995).

En résumé, nos résultats réveélent une activité antioxydante notable avec la méthode ABTS,
tandis que la méthode Phénanthroline met en évidence une activité plus variable, influencée par
les conditions expérimentales. Dans ce test, aussi bien la levure intacte que ’extrait, sans
différence significative entre eux, ont montré une activité antioxydante plus élevée comparée a
celle de la levure plasmolysée. Cette différence suggere une activité antioxydante plus marquée
avec 'ABTS par rapport a la méthode Phénanthroline. Cette disparité peut étre attribuée a la
différence de solubilité entre les deux radicaux. En effet, le radical ABTS" est soluble aussi bien
dans les milieux organiques que dans les milieux aqueux ce qui le rend adapté a une large
gamme d’échantillons (Cano et al., 2000). En revanche, le test a la Phénanthroline est réalisé
dans un milieu aqueux faiblement acide, généralement tamponné, ce qui peut influencer la

solubilité et la réactivité des composés antioxydants testés.
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Conclusion

L’objectif principal de ce mémoire était d’évaluer la capacité des cellules de levure
(Saccharomyces cerevisiae), intactes et plasmolysées, a encapsuler les extraits phénoliques de
Pulicaria odora. L’étude a porté sur la stabilité morphologique des cellules, la rétention des

composés bioactifs ainsi que I’effet de I’encapsulation sur ’activité antioxydante des extraits.

L’observation au microscope a confirmé que les deux types de cellules pouvaient encapsuler
les extraits, avec une rétention intracellulaire plus marquée dans les levures plasmolysées, en
raison de leur perméabilité accrue. Les analyses ont montré une diminution globale des teneurs
en polyphénols et flavonoides apres encapsulation. Toutefois, les cellules plasmolysées ont
présenté une meilleure rétention des flavonoides (98,98 %) par rapport aux cellules intactes
(80,20 %), tandis qu’aucune différence significative n’a été observée pour les polyphénols

totaux.

Concernant I’activité antioxydante, les résultats ont vari¢ selon les méthodes utilisées. Le test
ABTS a indiqué une amélioration aprés encapsulation, sans différence notable entre les deux
types de levures. En revanche, la méthode a la phénanthroline a montré une activité plus élevée
pour I’extrait non encapsulé et les levures intactes, ce qui suggére que la plasmolyse pourrait

altérer certaines propriétés fonctionnelles.

En résumé, la plasmolyse semble améliorer 1’encapsulation de certains composés comme les
flavonoides, mais elle peut également réduire ’efficacité antioxydante globale. Il est donc
important d’adapter le choix du type cellulaire et les conditions d’encapsulation en fonction des

composés ciblés et de leur application.
Pour aller plus loin, il serait pertinent de :

« Ftudier la stabilité des composés encapsulés dans différentes conditions de stockage
(température, humidité, pH...) ;

o Tester d’autres extraits végétaux riches en compos€s bioactifs pour comparer les
résultats ;

e Approfondir la compréhension des mécanismes d’absorption et de rétention a 1’aide de
techniques plus avancées (microscopie ¢électronique, spectroscopie...).

« Evaluer Defficacité biologique (antioxydante, antimicrobienne, anti-inflammatoire)

dans des modeles cellulaires ou animaux.
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Conclusion

e Optimiser les protocoles de plasmolyse pour améliorer I’encapsulation tout en

préservant les propriétés des cellules.
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