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Abstract:  The work presents the study over typical food oil-in-water
emulsions fortified with inorganic iron introduced as ferrous sulfate and
animal proteins represented by caseins. The study includes the analysis of
electro-chemical properties of emulsions depending on the environmental
factors and emulsions’ stabilization by proteins as emulsifying agents.
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INTRODUCTION

L’intensification des toutes sphéres de I’activité humaine, I’urbanisation progressive sur
le fond des problemes liés a I’écologie dégradée et les facteurs technogéniques imposent
la nécessité d’une réanalyse et modernisation des approches a la nourriture, comme
une des plus importantes composantes influengant directement son existence . Une des
principales exigences imposées aux produits alimentaires — c’est 1’assurance des
nécessitées physiologiques en fonction d’age, activité professionnelle, facteurs
écologiques, zones géographiques et 1’état de santé de 1’individu. Malheureusement, ces
exigences ne sont pas toujours respectées dans la plupart de pays [1, 9]. L’alimentation
incompléte sur le fond de subalimentation chronique présente une des causes principales
des mutations indésirables et nombreuses maladies, diminuant 1’espérance de vie.
C’est pourquoi a c6té d’une production suffisante des produits alimentaires on impose
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aussi la question de fortification des produits alimentaires en acides aminés, vitamines,
minéraux et autres composants alimentaires essentiels [2].

L’enrichissement, associ¢ a I’information de la population, présente une stratégie de
longue durée et doit étre considérée comme un investissement qui donnera des résultats
visibles, car le prix sera pratiquement insignifiant pour le consommateur [10].
Vraisemblablement, aucune autre technologie n'offre aujourd’hui d'aussi vastes
possibilités d'améliorer la vie et d'accélérer le développement moyennant un colit aussi
faible et en si peu de temps [1].

La carence en fer reste un probléme de santé publique pas seulement dans les pays en
voie de développement, mais aussi dans les pays industrialisés [2]. Actuellement, c’est
la carence la plus importante au monde parmi d’autres comme la carence en iode,
vitamine A, etc. [3, 9, 10].

Mais le fer incorporé dans un systéme complexe comme 1’aliment, confronte des divers
problémes, comme I’oxydation et la précipitation. Par suite, sa biodisponibilité s’avere
fortement réduite. C’est notamment pour c¢a que la fabrication des systémes
alimentaires, capables de transporter et de protéger le fer d’une maniére efficace est de
plus en plus intéressante.

L'enrichissement ou la fortification des aliments et notamment des émulsions
alimentaires Huile/Eau (H/E) comme une des méthodes d’éradication de la carence en
fer fait le principal objet du présent travail.

MATERIAUX ET METHODES D’ANALYSE

Les émulsions soumises a 1’analyse étaient formulées de 1’huile de tournesol raffiné et
désodoré¢, de la solution de sulfate ferreux (de concentrations de 2 a 10 mg Fe/100 mL
émulsion), caséine et surfactant CREMODAN SE-68 (0,1 %). Les émulsions ont été
préparées a 1’aide de I’agitateur magnétique (5000 rot/min, 20-30 min). La stabilité des
émulsions a ét¢ estimée par I’indice de crémage [4].
Les émulsions analysées étaient enrichies en fer bivalent sous forme de sulfate ferreux.
Par suit, 1’équilibre install¢ est présenté par 1’équation:

Fe’ + ¢ « Fe*
Respectivement, le potentiel redox est calculé selon 1’équation de Nernst (1):

Fe™
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L’¢évolution du potentiel redox des émulsions alimentaires H/E enrichies en fer ferreux,

en absence et présence de la caséine (0,1 %) et au pH 2-5 a été examinée.

Le potentiel zé€ta qui apparait a la surface de glissement a été calculé selon la relation

Helmholtz-Smoluchowski [5]:

77)(1/{
R — (2)
EXg,xH
ou: u — vitesse de déplacement des particules; € - permittivité électrique; & —

permittivité du vide (8,85.10 F/m); H — gradient de potentiel.
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Pour la mise en place de 1’électrophorése par la méthode de I’interface mobile on a
utilisé 1’appareil Burton. Chaque échantillon d’émulsion H/E a été dilué avant les
mesures avec le tampon convenable en proportion de 1 : 3.

L’indice de crémage donne de I’information indirecte sur 1’état de floculation d’une
émulsion [4]. Pour I’estimation de I’indice de crémage, 10 mL d’émulsion a été
transféré dans un tube a essai, hermétiquement bouché, et gardé¢ a la température de
chambre. L’émulsion se stratifie en temps, en s’obtenant trois couches: un couche
opaque, un autre — turbide, et le dernier — transparent. Les couches turbides et
transparentes constituent la couche sérique, tandis que celle opaque — I’émulsion. On a
mesuré¢ ’hauteur de la couche sérique et de I’émulsion. L’indice de crémage a été
calculé selon la relation suivante :

1.c.= 26) 00% 3)

H(E)
ou: H(S) — hauteur de la couche sérique (divisions de 0,1 mL); H(E) — hauteur de la
couche d’émulsion (divisions de 0,1 mL).
L’indice de crémage est inversement proportionnel a la stabilité de I’émulsion [4].

RESULTATS ET DISCUSSIONS

Les caséines constituent approximativement 80 % du total des protéines du lait [8]. Les
caséinates sont des poudres riches en caséines, utilisés pour leurs qualités nutritionnelles
et fonctionnelles. Habituellement, les caséinates sont obtenus par acidification du lait
par voie chimique (acide chlorhydrique ou sulfurique) ou fermentaire (acidification par
des bactéries).

Les caséinates sont appréciés en industrie alimentaire pour leur solubilité, leur capacité
d’absorption d’eau, leur stabilité a la chaleur et leurs bonnes propriétés émulsifiantes et
moussantes. Enfin, ils constituent un apport protéique intéressant, en raison de leur
valeur nutritive.

Interactions du fer avec des caséines

La fixation des ions divalents ou I’augmentation de la force ionique modifie le
comportement des casé€ines. C’est particulierement important lorsque les protéines sont
utilisées dans des produits tels que les émulsions.

Le potentiel zéta - £ caractérise la stabilité électrocratique des émulsions. Plus le
potentiel augmente, plus 1’émulsion devient stable. Les ions bivalents Fe*" ajoutés aux
émulsions H/E forment avec la caséine des caséinates de fer, ce qui influence la stabilité
des émulsions et méne au changement du potentiel zéta.

On a constaté que I’ajout de la caséine se reflet positivement sur la stabilit¢ de
I’émulsion. La concentration des ions de fer rende a I’augmentation de la concentration
des caséinates et la valeur du § — potentiel augmente (Figure 1).

Les protéines adsorbées a la surface du globule s’organisent de telle facon que la
majorité de la protéine (la partie hydrophobe) est étalée a proximité de ou sur la surface,
mais qu’une partie de la molécule (la plus hydrophile et la plus chargée) est saillante et
dépasse de la surface vers la solution environnante pour former une monocouche
d’environ 10 nm d’épaisseur [6, 7].
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Figure 1. Variation du potentiel zéta  Figure 2. Variation de l’indice de crémage

en fonction de la concentration du fer en fonction du pH (Ceps. = 0,1 % ;
(Ceas. = 0,1 % ; pH = 4) Creap = 2 mg Fe/100 mL émulsion)

La couche de protéine adsorbée est responsable de la stabilité des gouttelettes, d’une
part par sa forte charge a pH neutre, d’autre part par la présence des résidus
phosphosérine et enfin parce que la structure saillante des molécules adsorbées est
responsable de la stabilisation stérique qui en découle.

Influence du pH

A des pH voisins de la neutralité, les caséines sont chargées négativement, ce qui rende
possible la fixation des cations. A des pH voisins de leur pH isoionique (pH; = 4,96 —
5,43 pour tous les types de caséines), les caséines étant électriquement neutres,
s’agreégent et la possibilité d’interactions ¢électrostatiques entre des sites chargés et des
cations devient tres limitée voire nulle. A des pH trés acides (< pH;) les caséines sont de
nouveau solubles et chargées positivement. L’interaction avec des cations est alors
limitée alors qu’elle devient plus probable avec des anions.

On constate que ’état le plus stable de I’émulsion corresponde au pH 2 (Figure 2). Pour
la valeur pH = 5 on observe la déstabilisation de 1I’émulsion par floculation. Selon
I’indice de crémage le pH optimal est 3 — 4.

Ces regles de fixation d’ions sur les caséines ne sont valables que pour des liaisons
¢lectrostatiques qui dépendent du pH et de la force ionique. Lors d’une acidification, la
capacité de liaison de la caséine pour le minéral diminue en raison d’une réduction de la
charge négative des résidus phosphosérine et des groupements carboxyliques de la
protéine par régression d’ionisation; 1’affinité de la caséine étant plus forte pour les ions
H" que pour le minéral. Par contre pour des liaisons de coordination (le cas du fer), le
parametre pH n’est pas un facteur déterminant pour la fixation.
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Influence de la concentration des caséines

L’analyse de I’influence de la concentration de la caséine sur la stabilité des émulsions a
montré que la valeur minimale pour I’indice de crémage (qui corresponde a la stabilité
maximale) est pour la concentration de 0,5 % (Figure 3).
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Figure 3. Variation de l’indice de crémage Figure 4. Variation de l'indice de
en fonction de la concentration de la caséine; crémage en fonction de la concen-
(Creany = 4 mg/100 mL émulsion ; pH = 4) tration de la caséine; (Creap = 4

mg/100 mL émulsion ; pH = 4)

A des concentrations plus élevées on constate une légere augmentation de I’indice de
crémage.

Les liaisons entre cations et caséines sont, lorsqu’elles sont de nature électrostatique
(cas du Ca, Mg, Na, K) sensibles aux variations de force ionique. Toute augmentation
de force ionique induisant une diminution du pH; de la caséine, se traduit par une
capacité de liaison du cation par la caséine réduite. A 1’opposé, si les liaisons sont de
coordination (de méme cas du fer) la variation de la force ionique n’a pas d’influence
sur la fixation [6].

La liaison du fer aux caséines dépende du type de caséine et de la nature du composé de
fer. Quand ce composé donne facilement son fer, les résidus phosphosérine des caséines
sont les principaux sites de liaison. En général, le fer se fixe d’autant mieux a la caséine
que celle-ci possede un grand nombre de ces résidus phosphosérine. La caséine 3 est
estimée a 7 ions de fer par molécule.

Modifications de charge et de structure

L’ajout du fer aux caséines provoque des modifications de charge et de structure des
celles-ci. La liaison du fer aux caséines induit premi¢rement une neutralisation de leurs
charges négatives et une augmentation des interactions hydrophobes pouvant conduire a
leur agrégation et précipitation. La charge initiale de I’ion fer est importante car les
caséines précipitent a des concentrations respectives de 4 ou 2 mM en présence de Fe >
ou Fe’*. Deuxiémement, la liaison du fer aux caséines, induit des changements dans leur
structure. Par spectroscopie UV et de fluorescence, on a indiqué un changement
conformationnel de la caséine lorsqu’elle interagit avec le composé Fe (III) [6].
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Variation du potentiel redox en fonction du pH

On constate que ’acidification meéne a la diminution du potentiel redox en indiquant
de telle facon qu’il a lieu la stabilisation du fer ferreux (Figure 4).

Une telle dépendance est, probablement, liée au fait, que la forme oxydée est en
prépondérance fixée. Lors des interactions entre des caséines et le fer sous forme de
Fe®', en plus des modifications de structure des caséines, il se produit un changement
d’état d’oxydation du fer qui s’accompagne d’une consommation d’oxygene du milieu.
La réaction est la suivante :

4Fe*" + 0, +4H" — 2 H,0 +4Fe™"
Dans des conditions d’anaérobie, cette réaction n’a pas lieu, indiquant que 1’oxygene
dissous est un oxydant nécessaire a la réaction. De plus, la consommation d’oxygene

diminue si les caséines sont déphosphorylées, indiquant que la liaison du fer aux
caséines se fait préférentiellement aux niveaux des résidus phosphosérine.

Variation du potentiel redox en fonction de la concentration du fer
On a constaté que I’augmentation de la concentration du fer influence positivement la

stabilisation de I’état réduit du fer, ce qui se reflet par la diminution du potentiel redox a
toute concentration en fer qui dépasse 4 mg Fe/100 mL émulsion (Figure 5).
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Variation du ratio [Fe?]/[Fe*']

La valeur du ratio [Fe*"]/[Fe’*] est inversement corrélée au potentiel redox du systéme.
On a examiné cette variation dans les émulsions alimentaires H/E fonction de la
concentration du fer et du pH afin d’établir la prévalence de 1’état réduit soit oxydé du
fer administré dans les émulsions (Figure 6). Cette variation est étroitement corrélée a la
valeur du potentiel redox dans ces conditions.
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La variation du ratio [Fe*']/[Fe’"] fonction de la concentration du fer dénote que la
valeur augmente avec la concentration du fer a partir 0,227-10" pour 2 mg Fe/100mL
émulsion jusqu’a 29,8:10" pour 10 mg Fe/100 mL émulsion. On constate qu’a pH
variable (Cess. = 0,1 %), le rapport [Fe*']/[Fe’] augmente avec le pH (Figure 7).

Rapport [Fe2+]/[Fe3+]

pH

Figure 7. Variation du rapport [Fe’ ]/[Fe’"] en fonction du pH
(Ceus.= 0,1 % ; Cyps (Fe) = 4 mg/100 mL emulsion)

C’est-a-dire que 1’augmentation du pH jusqu’a pH 4-5 conduit a la stabilisation des ions
Fe®" dans 1’émulsion — le pH optimal de la fortification.

CONCLUSIONS

L’indice de crémage, le potentiel zéta et le potentiel redox sont des parametres de
stabilité¢ des émulsions analysées.

Selon la variation de I’indice de crémage et du potentiel électrocinétique on constate
que la stabilité des émulsions est plus importante a I’ajout des caséines qu’en absence de
celles-ci. La stabilité¢ augmente avec les concentrations en fer et caséines.

La variation du potentiel redox des émulsions en présence et absence de caséines
montre que pour les émulsions ajoutées de caséines le potentiel redox était décroissant
pour toutes les concentrations en fer examinées.

La variation du rapport [Fe**]/[Fe’] confirme I’action favorable de la caséine sur la
stabilité¢ de Fe (II) a la concentration de 0,1 % et pH 4.

L’analyse du comportement des émulsions enrichies en fer et caséines a divers pH
indique que la valeur optimale du pH des émulsions est de 4 - 5. Cette valeur
corresponde a la valeur du pH des produits cibles de la fortification (mayonnaise, sauces
etc.).

Les études effectuées montrent que I’enrichissement des émulsions alimentaires H/E
avec du fer et protéines animales est possible et méme désirable grace au fait que le fer
introduit méne a la stabilisation des émulsions par formation des émulsions triples plus
stables et aussi bien parce que les protéines administrées menent, d’une part, a la
stabilisation stérique de 1I’émulsion par formation des microfilmes stables a I’interface
huile/eau et, d’autre part, par la stabilisation du fer ferreux — plus absorbable par
I’organisme humain.
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