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Introduction

Introduction

La consommation de produits laitiers frais, et ipalierement des laits fermentés, représente
une part de marché en constante augmentation ewé-et dans le monde. Dans cette filiére tres
dynamique, le haut degré de concurrence conduiinthsstriels a de constants renouvellements et
optimisations des formules nécessitant bien souveaiconnaissance approfondie de ces systémes. A
'exemple du secteur des yaourts sans matiére egrizsgormulation de produits présentant des
propriétés organoleptiques séduisantes pour lesocomateurs reste un défi pour les industriels. Afin
de développer des textures mieux adaptées ou derpreertains défauts de qualité, il est d’'usage
d’'intégrer des agents épaississants et gélifiantsein des produits laitiers. A I'exception de la
gélatine, tous ces additifs alimentaires sont d#@gspccharides : galactomannanes, carraghénanes,

xanthane, pectines, amidons...

Présentes dans la majorité des aliments, les pest@ieuvent participer de maniere directe a la
structuration des produits, aboutissant dans leleasyaourts a un réseau gélifié qui se forme suite
la précipitation des micelles de caséines par fazadion. Dans certaines formulations, la mise en
place de la structure requiert également 'utiimatde polysaccharides qui sont alors en mélange
avec les protéines de lait. Néanmoins, la thermadlyque des solutions de polyméres prévoit que
ces mélanges sont incompatibles, ce qui conduiErgéament a une séparation de phases, la
miscibilité étant I'exception. Dans cette situafi@eux possibilités s'offrent alors au formulateur
maitriser I'évolution de la texture et la stabild@ produit pendant son temps de conservation avant
consommation, ou exploiter cette immiscibilité,rerdautres, pour créer des nouvelles textures. C’est

vers ce second axe de développement que ce tdevescherche s’est orienté.

L’objectif de cette étude a été de contribuer a medleure compréhension de la structuration
des systémes mixtes brassés protéines de laiyggmaharides subissant a la fois une séparation de
phases et une gélification. Dans ce but, il sS'agis$identifier les parametres de composition et d
procédé déterminant la morphologie des micro-geis propriétés rhéologiques et sensorielles

originales.

Pour répondre a cet objectif, la stratégie mis@servre a consisté, dans un premier temps, a
étudier de maniére détaillée les propriétés minnosirales et rhéologiques de deux meélanges lait /
polysaccharides en milieux neutres et acidifiés. ptemier systeme intégrant un polysaccharide
neutre, le guar, peut étre considéré comme un raagrégatif. En revanche, le second mélange

composé de xanthane chargé négativement a ég€dilitre autres comme élément de comparaison,

1



Introduction

afin d’étudier I'effet de I'encombrement stériqued&ventuelles interactions associatives. Ces deux
mélanges ont en commun la présence de protéinkstden quantité Iégérement supérieure a celle
d’'un lait classique afin de pallier 'absence ddiéra grasse tout en se rapprochant d’un systeate ré
tel gu’'un yaourt brassé maigre. Au sein de I'endendles mélanges, I'acidification a été menée par
un ajout de gluconéd-lactone ou ponctuellement par I'action de fermesitéde brassage réalisé de
maniére standardisée. Dans un second temps, undficatioh des histoires thermiques et
mécaniques des mélanges lait / guar a permis diélas conditions explorées dans ce travail. Tout
au long de cette étude, l'originalité de la démaradoptée a consisté a prendre en compte I'aspect

cinétique des phénomenes.
Le manuscrit est composé de sept chapitres.

La synthése bibliographique, objet du premier dn@pdécrit I'état des connaissances sur le
sujet. Apres un rappel des mécanismes qui permédtenise en place d’un réseau gélifié a partir de
micelles de caséines, les phénoménes de sépadatipimases dans les mélanges mixtes sont détaillés
a l'aide d’exemples de divers polysaccharides mesuét chargés. Ensuite, I'accent est mis sur le
phénoméne de compétition entre séparation de pbagésification.

Le deuxieme chapitre est consacré aux matérieettiodes utilisés lors de cette étude.

Les quatre chapitres suivants présentent les aésulbtenus comprenant certaines parties sous
la forme de publications soumises dans des revaemaé de lecture. Les chapitres 3 et 4 concernent
respectivement I'étude des mélanges lait / gukaitet xanthane avant et aprés gélification surdae
d'une analyse des propriétés macroscopiques, mrigobsrales et rhéologiques. Le chapitre 5
s’attache plus particulierement a identifier lestéars clés de la microstructure des gels brasses p
une modification de [I'histoire thermomécanique sulgar les mélanges avant et apres leur
gélification. De maniere complémentaire, une étseiesorielle est proposée dans le chapitre 6 afin
d’appréhender I'impact de la morphologie des m@ets sur les textures sensorielle et instrumentale
des produits.

Pour conclure, le chapitre 7 vise a répondre aigstipn d’'une généralisation des phénomeénes
aboutissant a différents types de morphologies ideongels et enfin a proposer un schéma général
d’interprétation faisant appel a un effet de contipét entre les processus de gélification et de

séparation de phases.
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|. FORMATION DES GELS LAITIERS ACIDES

I.1. Le lait
[.1.1. Composition et principales caractéristiques

D’un point de vue physico-chimique, le lait est wuspension colloidale dans laquelle deux
types de particules sont dispersés : les glob@deanatiere grasse et les micelles de caséines.dseph
dispersante, composée essentiellement de sels aunipéde lactose, de protéines sériques et de
vitamines hydrosolubles, constitue le lactosérumguie 1). Les caractéristiques de la matiére grasse
ne seront pas détaillées puisque du lait écrem& aitdisé dans cette étude. Le pH du lait est
d’environ 6,7 a 20°C et la force ionique d’envi@d M.

Eau : 870 Protéines : 32-35

Matiere grasse : 33-47
Lactose : 46

Caséines : 26-28 B—Lb 3

olLb:1
SAB : 0,4

Cendres : 7 Lf:0,2

Figure 1 : Composition moyenne du lait de vache (§).avec le détail de sa composition en protéinds¥ig-Lb :
B-lactoglobuline,a-Lb : a-lactalbumine, SAB : albumine de sérum bovin, U&ctoferrine) (d'aprés Cayot &
Lorient, 1998 ; Johnson, 1978 ; Swaisgood, 198ba¢kau Dumas & Grappin, 1989)

[.1.2. Composition protéique
Les protéines du lait sont subdivisées en deuxdgsnategories :

- les caseéines, regroupées sous la forme de micddescaséines, un ensemble

supramoléculaire comprenant ces différents typguatéines ;
- les protéines sériques, qui ne précipitent pas 4,6Hors d’'une acidification du lait ou
aprés ajout de chymosine.
[.1.2.1.Caséines et micelles de caseéines
[.1.2.1.1.Caractéristiques physico-chimiques et composition

Les caséines constituent environ 80% des proté&lndait, avec quatre fractions principales :

les caséinedg;, O, B etk selon un rapport massique moyen de 3 / 0,8 / 3Lefr concentration

3
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dans le lait écrémé est donnée sur la Figure 1.ffaetions de caséines sont associées a des

minéraux, en particulier sous forme de phosphatsatizum.

Bien qu'a des degrés différents, toutes les caséamatiennent du phosphore intégré aux
chaines peptidiques sous forme de groupements Ipb®Sgyl ainsi qu'une proportion importante de
groupements hydrophobes. Elles se distinguenteguariombre de groupements phosphorylés, par
leur caractere hydrophobe ou encore par la présama®n de résidus cystéine et de groupements

glycosylés (Tableau 1).

Tableau 1: Caractéristiques des différentes fractions deicas (d’apres Walstra & Jenness, 1984)

as1 s B K
Résidus acides aminés 199 207 209 169
Résidus cystéine 0 2 0 2
g:)?g;oements phosphorylés (nombre par 8-9 10-13 5 1-2
ﬁgolg;oements hydrophobes (nombre par 38 69 111 38
Groupements glycosylés (nombre par mole) 0 0 0 0ab
Charge a pH 6,6 -20,9 | -148| -12,3 -3
Sensibilité au calcium ++ | +++ + -

Par ailleurs, la répartition des charges et desggments hydrophobes le long des chaines
peptidiques des différentes fractions n’est pasoumie (Figure 2). De ce point de vue, la casé&ine
présente un caractére amphiphile particulierememtju® avec une partie C-terminale trés hydrophile
et une partie N-terminale hydrophobe. D’autre garfractionk possede une région étendue d’acides
aminés (entre les résidus 20 et 115) qui, a l'etmepd’'un seul, sont exclusivement chargés

positivement. Cet excés de charge positive demeérae a des pH alcalins (Snoeren et al., 1975).
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Figure 2 : Répartition des charges et des zones hydropéileydrophobes le long des molécules de caséiess.
courbes continues représentent la distributiorédisde I'hydrophobicité des acides aminés indivislgtlles barres
verticales indiquent les charges distinctes de wbagide aminé (d'aprés Fuquay et al., 2011)

1 1 [ 1

Dans le lait, environ 95% des caséines sont stéesuen un édifice supramoléculaire
sphérique et volumineux, la micelle, dont la tailErie de 20 a 600 nm, avec un diamétre moyen
voisin de 180 nm (Cayot & Lorient, 1998). Outre leaséines, les micelles de caséines sont
composées d’'eau et de minéraux notamment. Le peltedta des micelles de caséines est de I'ordre
de -20 mV a pH 6,7 et leur point isoélectriquedéshviron 4,6 (Dalgleish, 2011).

[.1.2.1.2.0rganisation des micelles de caséines

L’organisation des différentes caséines au seitadricelle s’explique par leur sensibilité au
calcium et le positionnement de leurs groupemeydsdphobes. Etant trés sensibles a la présence de
calcium, les caséiness;, as; et3 se situent a l'intérieur de la micelle. En revandhinsensibilité au
calcium de la caseéinelui permet de se positionner en périphérie eti ailagder a la stabilisation des

autres caséines par la formation d’'une structwteeyelue » (Holt & Horne, 1996).

Méme si a ce jour, la structure micellaire des io&sén’est pas complétement élucidée, de
nombreux modéles de micelles de caséines se sm#di(Figure 3a-d) (le modéle noyau-enveloppe
(Payens, 1966), le modele a structure interne (Rika Dumas & Garnier, 1970), le modéle sub-
micellaire (Schmidt, 1982 ; Walstra & Jenness, 198ho & Obata, 1989) et le modele a structure

ouverte (Holt & Horne, 1996). Un grand nombre @naictions contribue au maintien de I'édifice
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micellaire. Néanmoins, le phosphate de calcium jonagdle déterminant dans la formation de la

micelle, c’est sur ce point que varient les hypsése

Couche
chevelue
[ ]

Chaine Phosphate Nanocluster de

Submicelle X . .
protubérante  de calcium phosphate de calcium

° ° ° & & [
Nanocluster de Caséine Nanocluster de  Caséine  Caséine k Interactions
phosphate de phosphate de positionnée ala hydrophobes mobiles
calcium calcium surface avec la caséine

Figure 3 : Modeles de la micelle de caséines (a) submicel{d'apres Walstra, 1999) (b) a structure ouvi@rsprés
Holt & Horne, 1996), modeéles proposés par (c) Mcbta® Oommen (2008) et par (d) Dalgleish (2011)

Le modele submicellaire est basé sur l'idée que daséines forment un ensemble de
submicelles maintenues notamment par des pontppbcalciques (Schmidt, 1982 ; Walstra, 1999)
(Figure 3a). Néanmoins, une étude de diffractionelgtrons (Holt et al., 2003) a remis en queston |
structure submicellaire de la micelle de caséiA@ssi, la micelle de caséines serait un assemblage
protéique poreux et sa croissance se ferait adogranules de phosphate de calcium (Holt & Horne,
1996) (Figure 3b).
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Plus récemment, McMahon & Oommen (2008) ont propwséodéle dans lequel des agrégats
de caséines ainsi que des agrégats de caséingdiptesle calcium contribueraient a I'intégrité
micellaire (Figure 3c). Les caséines formeraierg deaines linéaires et branchées de 2 a 5 unités
protéiques imbriquées dans les nanoclusters de pphtes de calcium via des interactions
hydrophobes, électrostatiques et des ponts phoalaigquees. La combinaison d’'une structure en
réseau imbriqué et des multiples interactions mésegeu résulterait en une supramolécule colloidale

ouverte, en éponge.

Dalgleish (2011) a repris ce modele et défini égalet I'intérieur de la micelle de caséines
comme un systéme bicontinu de canaux d'eau et éjads de caséines/phosphate de calcium
(Figure 3d). Ces agrégats de caséméshosphate de calcium seraient stabilisés au sela ohicelle
de caséines par des interactions avec la cafgim@utement amphiphile et mobile. Cette structure

ouverte contribuerait a I'hydratation de la micelecaséines.

Les différents modeles proposés s’accordent toistedior la localisation de la casékesn
périphérie de la micelle et son role clé dans ddbiBsation des micelles de caséines. Bien que la
structure réelle de la micelle de caséines resteplaxe, les modeéles les plus récents contribuent a
décrire de plus en plus fidelement cet édifice anqméculaire et ainsi a expliquer la réactivité des
micelles de caséines entre elles mais égalemeatviss des autres macromolécules des milieux dans
lesquels elles sont mises en ceuvre.

1.1.2.1.3.Stabilité des micelles de caséines

La stabilité des micelles de caséines résulte dauilibre entre les forces répulsives, de nature
électrostatique ou stérique, et les forces attr@sti dues aux interactions hydrophobes,
électrostatigues ou de Van der Waals. Dans le difitérents aspects conférent a la micelle de

caséines une stabilité remarquable :

- sa charge nette négative due a la localisationugiace de la partie hydrophile de la

caséin. Elle crée des répulsions électrostatiques easrenicelles de caséines ;

- les répulsions stériques dues aux excroissanceasgene trés hydrophiles s’étendant

a partir de la surface de la micelle, sur une épaisde 6 a 12 nm ;

- le haut degré d’hydratation des micelles, entre¢ 38 lgg d’eau pour 1 kg de protéines

(Dalgleish, 2011), qui forme une couche protectvisea-vis des autres particules en suspension.
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Les micelles de caséines peuvent devenir un édifisgble en fonction des conditions du
milieu, ce qui peut mener a leur agrégation. Gettabilité vis-a-vis de I'agrégation dépend ades f
de I'environnement (force ionique, pH) et de la position micellaire (caséines, phosphate et
calcium). Par ailleurs, I'action d’enzymes protéijyes, telles que la présure, ou encore le traitém
thermique modifient la réactivité des micelles aisis de leur agrégation. L'effet de la diminutidun
pH sur la structure et la stabilité des micellescdseines sera détaillé dans le paragréfzhde ce

chapitre.

[.1.2.2.Protéines sériques

Les protéines seériques, ou protéines du lactosésant définies comme I'ensemble des
protéines ne coagulant pas a pH 4,6 a 20°C. Eies ®mmposées a 90% @dactoglobuline, di-
lactalbumine, d’albumine de sérum bovin et d'immgiobulines. D’un point de vue fonctionnel et
guantitatif, les deux protéines principales sont fdactoglobuline et k-lactalbumine, qui
représentent respectivement environ 50% et 20%pda®ines du lactosérum (Cayot & Lorient,
1998). A la différence des caséines, les protésgegiues sont des protéines globulaires possédant
une conformation tridimensionnelle tres organis@&equi les rend thermosensibles. La sensibilité au

traitement thermique des protéines sériques secatée dans le paragrapti®1 de ce chapitre.

I.2. Le processus de gélification acide : du lait au gel

La transformation du lait en gel résulte en la n@seplace d’'une structure complexe et d’'un
changement important des propriétés rhéologiquesydtéme : le produit passe d'un état liquide
Newtonien a un état de gel viscoélastique dont datrdcturation est irréversible. Différentes
méthodes peuvent étre utilisées pour obtenir urnagetr : 'emprésurage, lors duquel la partie C-
terminale de la caséine est coupée par la chymosine (principe de la fabdn des fromages) et
I'acidification (principe de la fabrication des yats). Seuls les mécanismes de I'acidification 1sero

détaillés.

Lors de la baisse du pH, les micelles de caséinessent des changements importants. De
nombreux modeles de mécanismes de gélificatioreatidait ont été proposés (Heertje et al., 1985 ;
Banon & Hardy, 1991 ; Gastaldi, 1994 ; Herbertlet 99 ; Famelart et al., 2004). Dans tous ces
modeles, la mise en place du réseau gélifié impldes mécanismes de dissociation et d’association
au sein et entre les micelles de caséines. Plesnréent, McMahon et al. (2009) ont proposé un

modéele de gélification acide du lait en trois plsase utilisant la microscopie électronique (Figdre
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Potentiel zéta (mV)
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Néo-micelles| Réseau
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Nouvelles interactions des caséines 3

Libération des caséines 3 "
avec les autres caséines

la micelle du volume
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Figure 4 : Potentiel zéta mesuré lors de I'acidification rdizelles de caséines dans le lait écrémé et pitapos
d’interprétation des événements ayant lieu lordadrmation de la structure (d’aprés Walstra &nkss, 1984 ;
Heertje et al., 1985). Les schémas sont issus efghtsons obtenues en microscopie électronique itracidifié a
'aide de GDL a 40°C. Les micelles de caséinesveatisont représentées en noir et les agrégats odéinas
enchevétrées de maniére lache en gris (d’aprés MoMet al., 2009)

La premiére phase, entre un pH de 6,7 et 5,3, gquelia dissociation des caséines de la micelle
(Dalgleish & Law, 1988). Lorsque le pH diminue,teedissociation entraine la libération de caséines,
formant ainsi des agrégats de protéines enchesélgmaniére lache et de taille aussi grande gue le
micelles de caséines natives. A pH 5,70, une ditiwnwe la taille des micelles de caseéines a lieu
(30 a 50 nm).

La deuxieme phase a lieu entre un pH de 5,3 et@gfe-ci implique la réassociation des
protéines avec les micelles de caséines libresrec las agrégats de protéines enchevétrées, formant

ainsi des particules colloidales plus compactee gfrande taille (200 a 300 nm).
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Enfin, a pH 5,2, la micelle de caséines perd stdgiité et les protéines dissociées forment des
agrégats denses. Le réseau gélifié résultant mtdgs chaines de particules compactes. Par ajlleurs
le réarrangement des particules conduit a uneaxdn du gel a un pH inférieur a 4,8 (Heertjelgt a
1985).

Les mécanismes physico-chimiques a I'origine dadalification de la structure micellaire lors

de l'acidification peuvent étre expliqués par levsde différents paramétres.

L’acidification du lait s’Taccompagne d’'une imporntarsolubilisation des minéraux colloidaux
(Lucey et al., 1996). Lorsque le pH atteint 5,dlubilisation du calcium micellaire est totale (g
et al., 1985). Puisque le phosphate de calciumliaice permet d’'assurer en partie l'intégrité de la
structure micellaire, sa solubilisation résulteugre dissociation de certaines molécules de caséines
La caséing, qui possede peu de résidus de phosphosérinda gatemiere a fuir la micelle.
Cependant, les particules résiduelles formées pa&nahevétrement des caséioggardent la forme

et la taille des micelles de caséines natives (Caymrient, 1998).

Le suivi du potentiel z&ta en fonction du pH perdiekpliquer les interactions électrostatiques
ayant lieu lors de I'acidification. De maniere geaié, le potentiel zéta augmente a mesure que le pH
diminue, en passant d’environ -18 mV a 0 mV au p@oélectrique de la micelle de caséines,
principalement en raison de la protonation des ggewarboxyliques. Cependant, cette chute n’est
pas linéaire : un minimum et un maximum local safteints a respectivement pH 5,2 et 4,9
(Figure 4). Le minimum de potentiel zéta observ®aude pH 5,2 serait lié a la réintégration dans |
structure micellaire de la caséipedont le pH se situe a environ pH 5,2 (Heertje et al., 198%).
s’associant a la micelle de caséines encore changéativement, la caséifle augmenterait

ponctuellement la charge nette de la micelle, sautefois en modifier son volume.

La transition sol-gel fait intervenir des interacts intermoléculaires de nature hydrophobe et
électrostatique (Horne, 1999). D’une part, lesratBons hydrophobes aident a maintenir l'intégrité
micellaire malgré la solubilisation du phosphatecdkium. D’autre part, a I'approche du pdte la
micelle de caséines, la neutralisation des chasggezompagne d’une diminution des répulsions
électrostatiqgues entre les groupements protéiqaee$a dnicelle de caséines. La protonation des
groupes carboxyliques des acides aminés dimingapacité de stabilisation de la micelle par effet
stérique lié au positionnement de la case&irne I'extérieur de la micelle. Ainsi, les répulsions
électrostatigues et stériques assurées par la eowtievelue de la caséire s'atténuent

considérablement a mesure que le pH décroit.
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Tableau 2 : Phénomeénes de désagrégation et d’agrégationodifications physico-chimiques conduisant a la
coagulation des micelles (d'aprés Fox & McSwee2€¥3 ; Tamine, 2009)

Désagrégation ) Agrégation
pH>5,3 pH<5,3

Solubilisation du phosphate de calcium colloidal | 7 Force ionique du sérum
N Répulsions électrostatiques et stériques
7 Interactions hydrophobes

Dissociation des caséines de la micelle Réabsorption des caséines de la micelle & leur pH,
7 Hydratation de la micelle N Hydratation de la micelle
2 Volume de la micelle (gonflement) N Volume de la micelle (rétrécissement)

Finalement, I'acidification du lait est accompagrifen ensemble de changements physico-
chimiques, qui se distinguent en deux phénoméngmseég (Tableau 2) : une tendance a la
désagrégation a un pH supérieur a 5,3, et a I'sejaune tendance a I'agrégation a un pH inférieur a

5,3, qui mene a une structure gélifiée.

I.3. Facteurs influencant les propriétés des gels acidbsassés
[.3.1. Traitement thermique
[.3.1.1.Dénaturation des protéines sériques et formatisrcdmplexes

L'utilisation d’'un traitement thermique du lait aiut a l'obtention d'un gel acide aux
propriétés tres différentes d’un gel obtenu a paFtin lait non chauffé. Le chauffage préalable du
lait & des températures supérieures a 60°C provageedénaturation irréversible des protéines
sériques, en particulier de [&lactoglobuline et de di-lactalbumine. En perdant leur structure
secondaire et tertiaire, elles se déploient etragissent par I'intermédiaire de ponts disulfures e

d’interactions hydrophobes pour former des comekermo-induits.

Dans le lait, ces complexes sont présents sousr@fde complexes thermo-induits solubles et
sous la forme de complexes ou agrégats micellaess en surface de la micelle de caséines. D’'une
part, la formation des complexes solubles implitgeeinteractions de I@-lactoglobuline avec les
résidus cystéine d’autres molécules [iactoglobuline et/oua-lactalbumine. D’autre part, les
interactions de If3-lactoglobuline avec la caséire située au niveau de la couche chevelue de la
micelle de caséines, conduisent au recouvrementnueslles par les macromolécules @e
lactoglobuline (Donato & Guyomarc’h, 2009 ; Moraedal., 2011). Des quantités importantes-d’
lactalbumine et de protéines sérigues mineures greuggalement interagir avec les micelles de

caséines (Corredig & Dalgleish, 1996). Dans ce lkeafixation de Ita-lactalbumine a la surface des
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micelles de caséines en supplément dé&lkectoglobuline diminue I'aptitude du lait & la diation
par acidification (Mottar et al., 1989 ; Cayot &rient, 1998).

Le pH du lait avant traitement thermique orienterdpartition entre complexes solubles de
protéines sériques et complexes protéines sérimimies (Anema et al., 2004 ; Anema & Li, 2003 ;
Anema & Klostermeyer, 1997 ; Corredig & DalgleishQ96 ; Vasbinder & de Kruif, 2003 ;
Vasbinder et al., 2003). Ainsi, lorsque le traitetnthermique est effectué a pH 6,5, la plupart des
protéines seériques s’associe aux micelles de aséators que s'il est réalisé a un pH plus éleve,
proportion de protéines sériques solubles augnenes caséineas se dissocient progressivement de

la micelle de caséines (Vasbinder & de Kruif, 2003)

Le traitement thermique du lait conduit a la forimatd’'un mélange complexe de protéines
sériques natives et dénaturées présentes sousrla tbagrégats solubles et d’agrégats micellaires.
L’intensité de la dénaturation des protéines sésgqest fonction de la température et du temps de
traitement thermique, mais aussi de la composgiodu pH du systeme. A titre d’exemple, dans le
cas de traitements thermiques a 85°C pendant 30 atia 90°C pendant 2 min, le taux de
dénaturation des protéines sériques est respedivate 76,5% et 55% (Hui & Sherkat, 2006).

1.3.1.2.Effet du traitement thermique sur la micelle detoass

Il est généralement admis que les caséines, coasgldans leur état monomérique, sont moins
sensibles a la dénaturation que les protéines usfrigCayot & Lorient, 1998). Toutefois des
modifications notables interviennent également lsurstructure micellaire lors d’'un chauffage,
notamment en raison de l'interaction de protéigegges dénaturées sur la micelle (Figure 5).

Formation de complexes
micellaires

Augmentation du phosphate

Protéines sériques, & de calcium colloidal

7 Taille de la micelle e F nosphate de calcium

i N pH

2 Hydrophobicité de surface
4 : N Charge de la micelle

7 Libération de caséines K Caséine k 7 9

. Relachement de la structure

Relachement de la structure

Figure 5: Modifications micellaires provoquées par untgaient thermique supérieur a 90°C (schéma de lallmic
d’aprés Dalgleish, 2011)

Lorsqu’un traitement thermique de 90°C est appliddema & Li (2003) ont montré que la
formation de complexes micellaires conduit a ungnantation de la taille des micelles de caséines

d’environ 30 a 35 nm. Cette augmentation s’expligitepar I'association des protéines sériques, en
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particulier de lg3-lactoglobuline, sur la surface des micelles detices plutdt que par la formation

de complexes de protéines sériques solubles.

Malgré la nature poreuse de la micelle de casdidelt & Horne, 1996 ; Dalgleish, 2011),
seule une faible fraction des caséines semble molmais en présence de protéines sériques et a
température élevée, un relachement de la structeréa micelle est mis en évidence (Cayot &
Lorient, 1998).

Par ailleurs, la surface de la micelle de casé&nbég des transformations importantes en raison
de l'association des protéines sériques avec larmas. D’'une part, la formation de protubérances
contribue a une augmentation des irrégularitésedthydrophobicité de la surface (Dalgleish et al.,
2004). D’autre part, la couche « chevelue » cré&&dgs caséinastend a diminuer. En effet, a des
pH supérieurs a 6,5, I'association entre les caséiret les molécules d@-lactoglobuline implique
une redistribution des ponts disulfures, ce quiemva dépolymériser la caséikelLes chaines de
caséinex associées a celles defidactoglobuline pourraient finalement étre arrachée la surface
de la micelle. En revanche, pour des pH inférieu8ss, I'agrégation probable @elactoglobuline en

surface de micelle limiterait la perte de caséinéSayot & Lorient, 1998).

Outre les modifications des protéines, les ég@bminéraux sont fortement perturbés,
notamment pour des températures de traitement itpeensupérieures a 90°C (Gaucheron et al.,
2004 ; Tamine & Robinson, 2007). Ainsi, le traitetnéhermique peut donner lieu a un transfert du
phosphate de calcium de la phase soluble versdsepimicellaire ainsi qu’a une « précipitation » de
phosphate de calcium. Jusqu’a 35% de la quantiéetde phosphate de calcium pourraient étre ainsi
« échangeables » (Cayot & Lorient, 1998). Une dmsséquences de ces altérations d’équilibres
minéraux est la diminution du pH du lait consécriivia transformation des sels phosphocalciques et
a une dégradation du lactose en produits acides2digction de la charge des micelles est également

accentuée par ces changements physico-chimiquesti@an et al., 2004).

1.3.1.3.Effet du traitement thermique sur les propriétés gkds acides

Le traitement thermique du lait conduit a des modifons physico-chimiques lors de
I'acidification. Un décalage du pH de gélificatida 4,6 (point isoélectrique des caséines) a 5,8t(po
isoélectrique deg3-lactoglobulines) est mis en évidence lors de li@ppon d'un traitement
thermique du lait (Lucey et al., 1998 ; Heertjalet 1985 ; Vasbinder et al., 2003).
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Ce comportement est une conséquence de 'incorpordés protéines sériques dénaturées a la
structure du gel acide. En effet, dans le lait doauffé, les protéines sériques natives restenbkes
et n’interviennent pas dans le processus de gdiific. En revanche, dans un lait traité
thermiquement, elles sont dénaturées et insoludlésur point isoélectrique. Les complexes de
protéines sériques de caseiresolubles ou micellaires participent alors a larfation du réseau

protéique (Figure 6).

Acidification

"pH 6,6 "pH 55 "pH 5,0 'pH 46

v

Lait non chauffé

o O
OOQ |
@ ¥

Lait chauffé

lels
/

g€/
ele

™ Micelle de caséines o Agrt?_gat proteln__es sériques / ° Agrt?_gat protéines sériques /
caséine K colloidal caséine K soluble

Figure 6 : Schématisation de I'effet du traitement thermiqlu lait sur la microstructure des gels acideap(ds
Famelart et al., 2004)

L’association des protéines sériques dénaturées kg micelles de caséines contribue a
augmenter le nombre et la force des liaisons gmotines (Lucey et al., 1998). Cette augmentation
du nombre de points de contacts entre micellesadéimes conduit alors a une fermeté du gel plus
élevée et a une diminution de I'expulsion de la&tos (Figure 7) (Lucey et al., 1999 ; Xu et al.,
2008). L'épaulement a 5000 s (Figure 7), correspohch un pH proche de 5, est attribué a la
déstructuration de la micelle de caséines suite didsociation du phosphate de calcium (Donato &
Guyomarc’h, 2009).
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Figure 7 : Module élastique (G’) en fonction du temps pdes gels laitiers fermentés a 45°C a base dedaétréé

non traité thermiquements(), traité thermiquement &)) 80°C, (m) 85°C, () 90°C ou @A) 95°C pendant une

minute (d'aprés Xu et al., 2008)

4

Les complexes thermo-induits solubles intervienrgalement de maniére importante dans la
structuration du gel (Donato & Guyomarc’h, 2009as¥Winder & de Kruif, 2003 ; Anema et al.,
2004). Ainsi, en ralentissant les phénomenes djagién des micelles de caséines, une
microstructure fine serait favorisée pour les gelmse de lait traité thermiquement, alors querde g
agrégats seraient présents dans les gels obtenugétification acide d'un lait non traité

thermiquement (Figure 8) (Lucey et al., 1998).

‘ - e
Figure 8 : Images obtenues en microscopie confocale a dgéajaser de gels laitiers acidifiés a 30°C a daile
1,3% de GDL a partir de lait (a) non traité therngiment et (b) traité thermiquement a 80°C pendamhid. La
barre représente 20 um (d'aprés Lucey et al., 1999)

1.3.2. Méthode d’acidification

Seule une cinétique d’acidification lente assodiéme absence d’'agitation lors de la transition
sol-gel permet d'obtenir un gel ferme et cohésif.dffet, dans le cas d’'une dissociation brutale des

caseéines de la micelle, I'effondrement de la stmecempéche la mise en place d’'un réseau gélifié.
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De nombreuses études scientifiques ont été réslisfeutilisant une acidification chimique, au
moyen d’acide chlorhydrigue (HCI), et plus fréqueemn de glucon@-lactone (GDL).
Contrairement a I'HCI, la GDL s’hydrolyse progra&snent. De plus, elle présente I'avantage de
s'affranchir des variations de l'activité bacténienlors de I'utilisation de ferments, tout en aastir
une acidification du lait (Cayot & Lorient, 199&n effet, I'utilisation de bactéries lactiquesdsl
gue généralememniactobacillus delbrueckisp.bulgaricuset Streptococcus thermophilasns le cas

de la fabrication des yaourts, expose a une prmguad’exopolysaccharides et une activité
protéolytique variables (Duboc & Mollet, 2001 ; Redadiedo et al., 2002 ; Hassan et al., 2003).
Néanmoins, Lucey et al. (1998) ont montré des iffées rhéologiques et microstructurales entre les

gels acides obtenus par hydrolyse de GDL ou pardetation.

En comparaison avec une acidification par fermematies gels obtenus par acidification
chimique a l'aide de GDL présentent un temps ddicgtion plus court (Figure 9) mais un module
élastique G’ plus élevé (Figure 10). La zone daditaon sol-gel, proche du point isoélectrique des
micelles de caséines, plus longue pour l'acidiftcaiu moyen de GDL, pourrait expliquer en partie
la valeur élevée de G’ (Figure 9) (Lucey et al980 Il est a noter que les cinétiques d’acidifmat
sont largement influencées par la températureycesy vrai aussi bien pour une acidification #déa

de GDL que lors de l'utilisation de ferments (paegudnel.3.3 de ce chapitre).
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Figure 9 : Suivi du pH lors de l'acidification a 42°C d’uait acidifié a I'aide de @) 1,3% de GDL ou®) 2% de
ferments. Le traitement thermique était de 85°Cdpan30 min (d’'aprés Lucey et al., 1998)
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La microstructure est également affectée par lehodét d’acidification. Des gels ayant une
microstructure plus fine et homogéne sont obtepus d'une acidification chimique, alors que la
fermentation bactérienne génére des gels conteleapiius grands agrégats de particules et des pores
de plus grande taille, augmentant ainsi la sémarate lactosérum (Figure 10). L’hétérogénéité des
gels obtenus via l'utilisation de bactéries lactigiserait provoquée par un gradient de pH, enrraiso
d’une production d'acide plus importante dans @eeszones confinées de croissance des colonies

de bactéries (Laligant et al., 2003 ; Renan eR@Dg).

500

400
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Figure 10 : Module élastique G’ (lignes pleines) et faflignes en pointillés) en fonction du temps et gas

obtenues en microscopie confocale a balayage desgels laitiers acidifiés & 30°C pour des gebela acidifiés a

42°C a l'aide de ®) 1,3% de GDL oulll) 2% de ferments. Le traitement thermique étai88¥C pendant 30 min.

La barre représente 10 um (d'apres Lucey et #8)19

1.3.3. Température et vitesse d'acidification

Les cinétigues d’acidification dépendent certedadméthode d’acidification (Figure 9), mais
aussi de la température. Ainsi, l'utilisation dengegératures d’acidification élevées résulte en une
diminution du temps de formation du gel mais en angmentation du pH de gélification (environ
0,1 unité pH pour une variation de température@€}1 (Haque et al., 2001). En revanche, I'effet de
la température d’acidification sur le module G’igagn fonction de la méthode d’acidification. Alors
gue Lucey et al. (1998), utilisant la GDL, obtienhain gel plus faible pour une température
d’acidification de 42°C en comparaison avec 30°@qde et al. (2001) montrent une augmentation
du module élastique G’ lorsque la température dification augmente, suite a une acidification a
'aide de ferments. Selon Haque et al. (2001), ileeractions hydrophobes, favorisées aux

températures d’acidification élevées, seraientol@d conductrice de I'agrégation des micelles, et
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augmenteraient la force du gel. De plus, ces iotieras hydrophobes permettraient au gel de se
former a des pH plus élevés, en nécessitant uneuation des répulsions électrostatiques moins
importante pour que l'agrégation ait lieu (Haquealet 2001 ; McMahon et al., 2009 ; Niki et al.,
2000).

De maniere générale, les résultats de la littéeatersont pas consensuels quant aux propriétés
des gels obtenus aux différentes vitesses d’acadifin en considérant la méthode d’acidification
utilisée (Jacob et al., 2011 ; Lee & Lucey, 200&isto et al., 2003 ; Peng et al., 2009 ; Béallgt a
1999). Cependant, méme si le pH de gélificatiorstnms modifié par la vitesse d’acidification pour
une température d’acidification donnée (McMahonaét 2009), les variations de vitesse de
solubilisation du phosphate de calcium et du tedipgonible pour le réarrangement des particules
générent un réseau de particules de caséines aontdifférents niveaux de minéralisation, ce qui

pourrait participer a une variation importante aenlicrostructure des gels.

La température d’acidification a une influence impote sur la microstructure des gels obtenus
par acidification chimique et non sur celle desdetmentaires (Lucey et al., 1998). La perméabilit
la taille des pores et la séparation de lactosé&mmh autant de parameétres qui augmentent lorsque la
température d’'acidification est éleveée. La natuoengacte mais poreuse du réseau formé aux
températures élevées s’explique par la force desaictions hydrophobes, suffisantes pour maintenir
les protéines sous forme de particules colloidaf@seriques, ce qui diminue les zones de contact
entre protéines. Au contraire, I'agrégation lergs daséines aux faibles températures d’acidificatio
augmenterait le nombre de jonctions entre les afgéde caséines et par conseéquent, la finesse du
réseau (Figure 11) (McMahon et al., 2009 ; Vétiaale 1997 ; Lee & Lucey, 2004).

30°C 40°C
o™ Y g |
[l

Figure 11: Schémas issus d’observations en microscopi¢réfégue de gels laitiers a pH 4,8 & base de tadtifa
a l'aide de GDL a différentes températures (de 184D°C). Les micelles de caséines natives sonéseptées en
noir et les agrégats de protéines enchevétrées ateééra lache en gris. La barre représente 200 Haprés
McMahon et al., 2009)

10°C
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[.3.4. Traitement mécanique

Le passage du gel ferme au gel brassé aboutif@ration d’une dispersion concentrée de
morceaux de gel dans le sérum. Sous I'effet d'gailblement suffisant, le gel ferme se rompt puss le

agregats sont reduits en des fragments de plukiempgtits (Figure 12) (van Marle et al., 1999).
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Figure 12 : Représentation schématique de la rupture desgaty protéiques dans un champ de cisaillement.
(1) Occupation de I'espace par le réseau ; (2) Ecoent des agrégats ; (3) Ecoulement des parti¢dlaprés van
Marle et al., 1999)

L’intensité de la déstructuration dépend non sealdrdu cisaillement appliqué, mais aussi des
propriétés du gel ferme initial dont son homogénéitan Marle, 1998). Ainsi, la structure et les
propriétés rhéologiques du gel ferme initial soahservées au sein des fragments de gel apres
brassage (Cayot et al., 2003 ; Renan et al., 2009).

La viscosité d’'un tel systéme dépend du volumd tmteupé par les morceaux de gel (fraction
volumique), des propriétés des morceaux de gde (tgle la déformabilité sous écoulement) mais
également de leur interaction (Zoon & van Marle989 Zoon, 2003). Une restructuration du gel a
lieu lors du stockage, ce qui contribue a une thopie partielle du gel brassé (Dejmek & Cuvelier,
1998 ; Ramaswamy & Basak, 1991). Cette repriseegturte juste apres brassage s’explique par la
diminution de la température lors du brassage, pa post-acidification ou une production
d’exopolysaccharides par les bactéries, mais aquessle pH auquel a lieu le brassage qui modifie
lintensité des interactions électrostatiques (Reeé al., 2009). Cependant, la relation entre les
propriétés intrinseques des morceaux de gel etih¢eraction et les propriétés rhéologiques du gel

brassé n’est pas encore élucidée, laissant aiobalmp a de nouvelles recherches.
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Il. STABILITE DES MELANGES DE BIOPOLYMERES

II.1. Les phénomenes de séparation de phases
[I.1.1. Interactions polyméres / polymeéres
I1.1.1.1. Aspects généraux

Le mélange de deux polymeéres dans un solvant abgémtiéralement a une séparation de
phases lorsque les concentrations sont suffisamélenées, la miscibilité totale étant I'exception
(Tolstoguzov, 1991 ; Syrbe et al., 1998). L'int¢iac entre les polyméres produit principalement
guatre types de systéemes (Figure 13) constituésedfinase dans le cas de milieux extrémement
dilués ou de la formation de complexes solublesje@deux phases suite a une séparation de phases

microscopique ou macroscopique (Tolstoguzov, 1991).

Py P;
MELANGE
(P, etP,) (Py) et (P,)
Incompatibilité de type ASSOCIATIF Incompatibilité de type SEGREGATIF -
C < Cyeuiy C > Cyeuit
(P, etP,) S (P,) et (P,) Pyt S S
+S (P, et Py) 5 P,+S (P et(Py)
+S +S
Complexes  Précipitation des Co-solubilité Séparation de  Séparation de
solubles complexes insolubles phases phases
S S

2

P,

;

Figure 13: Types de phénomenes de séparation de phasgzrésentation schématique des diagrammes de phases
pour un mélange ternaire polymere)(Ppolymere (B) / solvant S
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Lors d’'une séparation de phases, les deux polymegesepartissent inégalement dans le
mélange en raison d’une répulsion ou d'une atwacéntre les macromolécules. Deux types de
séparation de phases peuvent alors se présenter :

» Séparation de phases de type ségrégatif ou incaipaéthermodynamique

Dans ce cas, qui est le plus courant, les intemastsolvant / polymeres sont privilégiées au
détriment des interactions polymeres / polymeresadtant / solvant. Le systéme résulte en la
formation de deux phases enrichies chacune erdisnpolymeéres, le solvant se répartissant plus ou
moins équitablement entre ces deux phases. Dat@nesr conditions, le systéme se présente sous la
forme de gouttelettes et peut ainsi étre considérdme une émulsion eau dans eau (Tolstoguzov,
2003). Ce systéme biphasique se produit classiguetass les mélanges de polyméres non ioniques,
les mélanges de polymeres ioniques et non ioniquesnfin lorsque les polymeres sont chargés de la

méme maniére (Grinberg & Tolstoguzov, 1997).
» Séparation de phases de type associatif ou codicercamplexe

En condition de compatibilité thermodynamique, usttraction électrostatique entre les
polymeres conduit a la formation de complexes dekibu insolubles. Dans le cas de complexes
insolubles, deux phases se forment suite a unérelif€e de densité du complexe avec le milieu
environnant, les deux polyméres étant concentrés dae phase alors que l'autre contient
essentiellement le solvant. Ce type de séparatoplhdises se produit généralement au sein d'un
mélange de polyélectrolytes de charges globaldérdiftes, par exemple des mélanges entre des

protéines a un pH inférieur a leur point isoélegte et des polysaccharides anioniques.

A l'equilibre thermodynamique, les mélanges de pwyes peuvent étre décrits par leur
diagramme de phases (Tolstoguzov, 1991). Toutdfdaut garder a I'esprit que la séparation de
phases releve d’'un phénomene cinétique. La FigBreofrespond a deux diagrammes de phases en
représentation triangulaire, relatifs a des systemespectivement associatifs et ségrégatifs.
Néanmoins, la représentation en coordonnées camtées (Figure 14) est plus courante puisque le
solvant est le constituant majoritaire. La binodd#démite la frontiére entre la zone monophasigee d
miscibilité et la zone biphasique d’incompatibilitées points situés sur la binodale sont reliédear
lignes de conjugaison. Tous les mélanges situésruméme droite de conjugaison conduisent a des
phases de méme composition, mais avec des volueseeatifs différents. Enfin, il est possible

d’identifier une zone supplémentaire située adiigur de la zone biphasique d’incompatibilité eEll
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est délimitée par une ligne appelée spinodale.ni@snges dont la composition se situe dans cette

zone présentent une cinétique de séparation deppasticulierement rapide.

N\
Binodale
Spinodale

Zone
d’'incompatibilité

" Lignes de
~.._conjugaison

Polymere 1

Zone de miscibilité

Polymere 2
Figure 14: Représentation schématique d’'un diagramme dseshde type ségrégatif en coordonnées cartésiennes
d’'un mélange polymére 1/ polymére 2 / solvant

Le tracé du diagramme de phases se fait en deyestzomplémentaires. D’'une part, la
détermination visuelle de la stabilité des mélangersnet d’accéder aux limites des zones stables et
instables et ainsi a la binodale. Dans certainslaa®paration de phases macroscopique des systeme
métastables peut étre masquée par des viscosiésesl voire la gélification d’'un des composés.
D’autre part, les lignes de conjugaison peuvert @éterminées par une analyse de la composition de
chaque phase appartenant au domaine biphasiquel permet de confirmer le type d’interactions

impliquées (Tolstoguzov, 1991 ; Michon et al., 197

De nombreux parameétres ont une influence sur legrainmes de phases. Outre la
concentration en polymeéres, la masse molaire, leefeonique, le pH ou encore la température
modifient le comportement de phases des mélangagaflov et al., 1997 ; Schmitt & Turgeon,

2011 ; de Kruif et al., 2004).

11.1.1.2. Aspect cinétique de la séparation de phases

Les phénoménes de séparation de phases danstlaeyprotéines / polysaccharides sont des
procédeés cinétiques qui évoluent dans le temps $etosystemes. Ainsi, deux modéles généraux sont
principalement utilisés pour décrire les cinétiquls séparation de phases : la décomposition
spinodale et la nucléation et croissance (Sandhaz, 002 ; Turgeon et al., 2003).
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Figure 15 : Représentation schématigue du mécanisme de ge)ntposition spinodale et (b) nucléation et
croissance en fonction du temps (d’aprés Turgeaih ,e2003)

La décomposition spinodale a lieu lors d’'un passagéde de la zone stable a une région
suffisamment profonde de la zone instable, a Fiaté de la spinodale (Figure 15a). De petites
fluctuations de concentration entrainent la fororatiapide et spontanée de zones de taille identique

gui se concentrent sans évolution de taille, donleun a un réseau biphasique interconnecté.

Le mécanisme de nucléation et croissance est absins la zone métastable située entre la
binodale et la spinodale (Figure 15b). Dans ceddtgon, les fluctuations de concentration doivent
dépasser une taille critique pour franchir la lemeriénergétique et pouvoir subsister. Au-dela tte ce

valeur seulil, les noyaux formés croissent en tdiilen que ce phénomene soit aléatoire et lent.

11.1.1.3. Approche thermodynamique

Pour comprendre les phénoménes d’incompatibiliggntiodynamique, différents modéles ont
été proposés (Edmond & Ogston, 1968 ; Flory, 1942).théorie la plus largement admise, et
considérée comme la pierre angulaire de la thermaodique des polymeéres en solution, est celle de
Flory-Huggins (1942). Elle permet de calculer Iteaipie libre des mélanges en absence d’interaction
spécifique entre les macromolécules, pour des mgst§eu concentrés en polymeéres et pour des

polyméres neutres (Flory, 1942).

D’un point de vue thermodynamique, I'enthalpie dilsle mélangelG,, doit étre minimale pour

gue les polymeres soient compatibles.
AG, =AH, -TAS, Eqg. 1
avecAH,, : enthalpie de mélangé\S,, : entropie de mélange.

Dans le cas des polymeres, I'entropie de mélangeksivement faible et la variation dis,,

dépend donc essentiellementtd,,.
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Le parametre d’interaction de Flory-Huggjnsntervient dans l'expression de I'enthalpie et
donc dans celle de I'enthalpie libre. Celui-ci petrmle prévoir la compatibilité des deux polyméres.
Ainsi, la séparation de phases apparait lorsquaidamétre d’interaction de Flory-Huggins dépasse

une valeur critique qui dépend de la masse motiEsepolymeres.

Cette approche, appliquée a l'origine au cas de& gelymeres dans un solvant organique, ne
convient pas aussi parfaitement aux mélanges pastéipolysaccharides en milieu aqueux. De plus,
le modeéle est applicable uniguement dans le caproi&ines ayant une conformation en pelote
statistique (Doublier et al., 2000). Partant deaestat, d’autres auteurs ont proposé des alteesati
a cette approche, notamment pour les systémesneotene molécule semi-flexible ou repliée
comme les protéines globulaires. Pour ces systémesodele basé sur le développement du viriel

(ou théorie de la déplétion-floculation) (EdmondDgston, 1968) est souvent utilisé.

[1.1.2. Interactions polymeres / particules colloidales ds phénomenes de
floculation

Contrairement aux protéines globulaires natives,nhicelles de caséines possedent une taille
suffisamment élevée pour étre considérées commeadilesdes au sens classique du terme. Dans le
cas de mélanges particules / polysaccharides, damtidynamique releve de phénomenes de
floculation générés soit par des interactions daélén (séparation de phases de type ségrégatif),

soit par pontage entre les particules (séparagophdses de type associatif).

11.1.2.1. Déplétion-floculation : absence d’affinité des puoBres pour la surface des
particules

Le principe de la déplétion-floculation a été dépdur la premiére fois par Asakura & Oosawa
(1958) dans le cas théorique de spheres duresésenme de polymeres de taille plus petite et non
adsorbants (Figure 16). Chaque particule de di@mm@test entourée d’'une couche de déplétion
d'épaisseurry correspondant au rayon de giration du polymerésgee I'espace entre les deux
particules n’est plus accessible au polymére pearrdisons entropiques, le polymére se trouve exclu
de la zone interparticulaire. Si deux particulesraggprochent du fait des mouvements browniens,
leurs couches de déplétion s’interpénétrent enddtent un micro-volume dans lequel la pression
osmotiquerz est inférieure a celle du reste de la solutienUne force d’attraction générée par le

gradient de pression osmotique s’exerce entreddagples et conduit a leur floculation.
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Figure 16: Représentation schématique du mécanisme detitd)épiké)T([:lula:i%on (d'aprés Asakura & Oosawa, 1958)
Cette force attractive dépend non seulement disst@t formes des polymeres et particules,
mais aussi de leurs concentrations respectivesi Aafloculation par déplétion ne se produit gu'a
dela d’'une concentration minimale en polyméreseBbet conduit a une séparation de phases
(Figure 17a et b). Aux concentrations élevées dgnpires, les effets de déplétion peuvent étre
masqueés par des viscosités élevées qui ralentisagnégation (Figure 17c), alors que de hautes
concentrations en particules conduisent a une pstafdlité due a la cohésion des particules entre
elles qui forment un réseau (Figure 17b*). Cepehdéars’'agit, dans ces deux cas, d’'une stabilité
relative a une échelle de temps considérée ethlarszlon le réarrangement des particules et chaine
de polyméres (Syrbe et al., 1998).

Concentration en polymeres

Vv

Concentration en particules

v

Figure 17 : Influence de la concentration en polyméres eparticules sur la stabilité du mélange particules
polymeres. Cas de I'absence d’affinité entre polgaét particules. Lors d’une augmentation de tecentration en
polymeéres, le systéeme passe par la transition diétange (a) stable ; (b) a une déstabilisation délange par
déplétion-floculation ; (c) a un mélange stable.xfhautes fractions volumiques en particules, urgioré de
pseudostabilité se forme (b*) (d'aprés Syrbe etlap8)
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La réversibilité de la déplétion est rendue possiidr la nature faiblement énergétique des
liaisons entre les particules. D’une part, unetiludu systéeme ou une modification des conditions
du milieu permet de redisperser les particulesuftees, et d’autre part, un ajout de polyméres aprés

dilution conduit de nouveau a la précipitation.

I1.1.2.2.Floculation par pontage : affinité des polymeresurpda surface des
particules
La floculation par pontage se produit dans le cas ¢olymere adsorbant, c’est-a-dire
présentant une affinité particuliere pour la suefde la particule. Elle fait intervenir des inteiacs
spécifiques, généralement de nature électrostataniee la surface de la particule et le polymére d
charges opposées. En fonction de la concentratiopotymeres, le systeme peut aboutir a une

floculation ou a une stabilisation stérique.

Concentration en polymeéres

. v

Figure 18: Influence de la concentration en polyméres aistabilité du mélange particules / polymeéres. daka
présence d'affinité entre polyméres et particu{@}.Floculation par pontage ; (b) stabilisatior), déstabilisation
par déplétion-floculation ; (d) stabilisation paicbevétrement des polyméres (d’apres Syrbe et98)

Dans le cas de trés faibles concentrations en polsn une chaine de polyméres peut
s’adsorber sur plusieurs particules, formant aimsagrégat lache qui sédimente le plus souvent par
différence de densité avec le milieu (Figure 18agKinson, 1998 ; Syrbe et al., 1998). Cependant, |
pontage ne peut se produire que dans des conddiertension suffisante de la chaine du polymére
dans le milieu, ce qui permet de limiter la répuisélectrostatique entre les particules. Par aglda
maximum de floculation a lieu pour un recouvreme® 50% de la surface des particules
(Maroziene & de Kruif, 2000).

Au-dela de ce taux de recouvrement de la surfase paeticules, les polyméres adsorbés

contribuent a une stabilisation stérique du systefigure 18b). En effet, la saturation du
recouvrement de la surface des particules provoguescouvrement par une couche de polymeres
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dont la mobilité diminue et une répulsion entre femticules. Finalement, les particules sont
immobilisées et stabilisées dans un réseau formélgsa chaines enchevétrées de polymeres
(Figure 18d) (Dickinson, 1998).

Un troisiéme type de floculation, qui fait interviea la fois les phénomenes de déplétion et de
pontage, peut se produire (Figure 18c). Lorsquedeuvrement de la surface des particules par les
polyméres est total, les polyméres libres non desopeuvent induire un phénomeéne de déplétion-
floculation et donc une séparation de phases suite sédimentation des particules (Syrbe et al.,
1998).

[I.2. Les phénomenes de séparation de phases dans lesamgés lait /
polysaccharides

Lors de I'étude du comportement de mélanges detipext de lait et polysaccharides, le pH et
la force ionique peuvent influencer de maniére irtgrte I'association des protéines. Par conséquent,
seuls les systémes en milieu neutre, se situadessuds du point isoélectrique des protéines, seront

traités dans cette partie.

Puisque la nature des interactions entre les putpsaides et les micelles de caséines
(floculation par déplétion ou par pontage) faiteinenir ou non les charges des polymeres, une
distinction entre la catégorie des polysaccharidrgres et chargés a été effectuée. Ainsi, la tfensi
de charges des différents polysaccharides étudiéméange avec les protéines de lait dans la

littérature a été récapitulée dans la Figure 19.

Carraghénanes
1
Guar K }\,
Caroube :
B-glucanes Xanthane DS 0,7 cMe DS élevé :
Dextrane Gellane
HM Pectines LM Dextrane
sulfate
' ' | | | |
! ! ! ' | T >
0 025 05 1 15 2

Densité de charges (mol / mol de monosaccharide)

Figure 19: Densité de charges de différents polysaccharid8s degré de substitutiai’aprés de Jong & van de
Velde, 2007)
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[1.2.1. Séparation de phases de mélanges protéines de lait/
polysaccharides neutres
De maniere consensuelle, toutes les études pataries mélanges entre un polysaccharide

neutre et les protéines de lait concluent a un @inéne de séparation de phases de type ségrégatif
entre les deux composés en présence (Tableau 8)distinction peut toutefois étre faite entre les
systemes en fonction de la nature des protéinesfieh les systémes contenant des micelles de
caséines, pouvant étre considérées comme étardtdee mparticulaire, conduisent a une floculation
des micelles par déplétion, alors que les casé@nate taille nanométrique, sont décrits comme

conduisant a une incompatibilité thermodynamique.

Lorsqu’un systeme mixte atteint I'équilibre thermpodmique et se sépare en deux phases
distinctes, la composition en polyméres de chadwese peut étre évaluée et représentée sous la
forme d’'un diagramme de phases (Figure 14). Cepgndd’échelle microscopique et hors équilibre,
ces systemes protéines de lait / polysaccharidgsesepeuvent étre considérés comme une émulsion
eau dans eau avant que la séparation de phasessp@aigue intervienne. Au sein de cette émulsion,
la phase ayant la plus grande fraction volumiqliecuilibre tend a former la phase continue (Frith,
2010 ; Tolstoguzov, 2003). A titre d’exemple, lelamge de concentrations initiales en lait écrémé de
41% et en caroube de 0,45% ayant un rapport voluenilg 75/25 entre les micelles de caséines et la
caroube conduit a la dispersion de la caroube fwuse de gouttelettes dans une phase continue
enrichie en protéines ; les deux phases étantséesrdans le cas d'un rapport de 25/75 entre les
micelles de caséines et la caroube. Au point digieae de phases, le mélange aboutit & un systeme
bicontinu dans lequel les deux phases occupenunkas0% du volume total (Figure 20) (Schorsch
et al., 1999).
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Tableau 3: Récapitulatif des principales études effectugesles mélanges polysaccharides neutres / prstéiee
lait en milieu neutre. Le type de phénoméne eshéldal que décrit par les auteurs.

Polysaccharide P(;gtle;ir:e Conditions Phénomeéne Références
Guar
pH 7, 20°C, PR . .
Non 0.25 M NaCl Déplétion-floculation Bourriot et al., 1999b
dépolymérisé | Micelles pH 6,86, 20°C, Incompatibilité
de >0,15 M NaCl thermodynamique Antonov et al., 1998
Dépolymérisé Fasenes pPH6,6a7, 20°C, Déplétion-floculation Bourriot et al., 1999b ;
POty 0,25 M NacCl P Tuinier et al., 2000
pH 6,86, 20°C, —
<0,01 M NaCl Compatibilité Antonov et al., 1998
Caséinateg
Non de sodium| pH 6 a 6,86, 20°C, Incompatibilité Antonov et al., 1998 ;
dépolymérisé >0,01 M NaCl thermodynamique | Spyropoulos et al., 201
. La,'t . pH 6,7, 25°C Déplétion-floculation ~ Thaiudom & Ga2)03
écrémé
Caroube
. pH 7, 20°C, i . .
Mlcaeelles 0.25 M NaCl Déplétion-floculation Bourriot et al., 1999c
s pH 6,8, 5°C, Incompatibilité
Non caséines 0,08 M NaCl thermodynamique Schorsch et al.,1999
. ... | Caséinates o Incompatibilité
dépolymérisé de sodium pH 6, 20°C thermodynamique Spyropoulos et al., 201
. pH 6,8, 5°C, Incompatibilité
élg:’(‘é':né 0,08 M NaCl thermodynamique Schorsch etal., 1999
pH 6,7, 25°C Déplétion-floculation  Thaiudom & Ga20)03
B-glucanes
Non Lait Incompat|b|||_te Lazaridou et al., 2008 ;
. . e pH neutre thermodynamique e
dépolymérisé écrémé P X Vasiljevic et al., 2007
(déplétion-floculation)
Dextrane
Micelles
Non pH 7, 20°C, s . .
dépolymérisé dg 0.25 M NaCl Déplétion-floculation Bourriot, 1999
caséines
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S

8

S 75 % caroube (phase continue)

o 25 % lait (phase dispersée)

8 Systéme bicontinu
0.4 - (fraction volumique de 50/50%)

/ 25 % caroube (pase dispersée)

0.2 4 75 % lait (phase continue)
0.0+ ]

Poudre de lait écrémé (%)

Figure 20 : Microstructure du systeme ternaire protéinedaite/ caroube / sucre a 20% obtenue par microgcopi
confocale a 5°C en fonction de la proportion laiafoube (d'aprés Schorsch et al., 1999)

Les émulsions eau dans eau sont gouvernées enegpartle par les mémes principes
physiques, incluant les mécanismes menant a laneipt la coalescence des gouttelettes, que dans le
cas des émulsions huile dans eau conventionnefester et al., 1997). Néanmoins, certaines
caractéristiques spécifiqgues des émulsions eauatanpeuvent étre identifiées :

— une miscibilité partielle des deux phases en raiola présence d’un solvant commun,
I'eau. Ainsi plus de 90% du solvant peut se déplaogre les deux phases, ce qui pose la question de

la présence d’une interface dans ces systemedafalgon dont elle est stabilisée (Cullen, 2009) ;

'absence de positionnement préférentiel des temslifs a l'interface. En effet, les
molécules tensio-actives tendent davantage a materles phases aqueuses sous forme micellaire en
raison de I'absence de phase hydrophobe danstinsys

- une trés faible tension interfaciale, de 0,5 & |5BOM*, soit d’'un ordre de grandeur

deux a trois fois plus faible que dans les systéméle dans eau (Tolstoguzov, 2003 ; Ding et al.,
2002) ;

- une différence de densité relativement faible elegsaleux phases aqueuses.
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L’ensemble de ces propriétés contribue d’'une paatdéformabilité élevée des gouttelettes et
d’autre part, a un ralentissement de la déstatidisgpar sédimentation ou crémage (Tolstoguzov,
1991). Néanmoins, de maniere générale, les factpuidéterminent la stabilité de ces gouttelettes e

suspension sont définis par la loi de Stokes ([Eq. 2

_2r’ghp
0
avecv : vitesse de sédimentation (M).sr : rayon de la particule (m)g: accélération de la

\Y Eg. 2

pesanteur (M3 ; Ap: différence de masse volumique entre les deusgshékg.iii) ; 77 : viscosité

de la phase continue (Pa.s).

Ainsi, de la méme maniére que les émulsions hatesaau classiques, les émulsions eau dans
eau sont soumises a des phénomenes de déstawilisals que la coalescence, le crémage ou la
sédimentation (Foster et al., 1997). Hors équilithermodynamique, les séparations de phases des

systemes polysaccharides / protéines de lait retel@nc d’'un processus cinétique (Figure 21).

Figure 21: Evolution de la microstructure du mélange 0,4%®abe / 40% de poudre de lait écrémé / 20% de sucr
observée par microscopie confocale a 5°C et (&¢ jagrés mélange ou (b) une minute aprés arrétéange. La
barre représente 50 um (d'aprés Schorsch et 8D) 19

La vitesse de coalescence dépend donc de I'étayaldtelettes (déformabilité et forme), des
forces de collision entre gouttelettes et du tempscontact (Foster et al., 1997 ; Schorsch et al.,
1999). Ceci pourrait expliquer la tendance destgtaites enrichies en polysaccharides a coalescer
dans le mélange contenant majoritairement des lescele caséines (Figure 20). Ainsi, la faible
viscosité de la phase continue protéique favoaskision des gouttelettes qui conservent alors une

forme non parfaitement sphériqgue immédiatementsdprg coalescence.

Les vitesses de sédimentation et de crémage sgamant influencées par la différence de
densité entre les deux phases, la viscosité diedsepcontinue et la taille des gouttelettes. Lardgqu
mobilité des gouttelettes est réduite, par exerdales les cas d’une faible différence de densitéeent

les phases ou d’une viscosité de la phase conéilawée, la séparation de phases peut parfois ne pas
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étre visible sur I'échelle de temps considéréetlfF2010 ; Syrbe et al., 1998). Au contraire, une
grande taille de gouttelettes accélere le phénomeémigstabilisation (Foster et al., 1997).

Certains facteurs, liés aux caracteéristiques detines ou des polysaccharides ainsi que celles
du solvant, peuvent moduler les phénoménes deaté@pade phases. En comparaison avec la poudre
de lait écremé, I'utilisation de micelles de caséiaugmente I'incompatibilité du systéme, ce qui me

en lumiére l'influence de la nature des protéirmssda stabilité des mélanges (Schorsch et al9)199

Plusieurs études menées sur différents mélangess /gpeotéines de lait ont montré que
incompatibilité est d’autant plus marquée que r@asse moléculaire du polysaccharide est
importante (Bourriot et al., 1999b ; Tuinier et &000). Par ailleurs, en multipliant la concernbrat
en galactomannane par la viscosité intrinséquehdque galactomannane, une courbe maitresse est
obtenue par Bourriot et al. (1997) (Figure 22), tramt ainsi que pour un polysaccharide donné, les

phénoménes d’incompatibilité thermodynamique somtivgrnés par le volume occupé par les
chaines.
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Figure 22: Influence de la viscosité intrinséque sur le portement de séparation de phases de mélangeramséi
galactomannanes (Bourriot et al., 1997)

La compatibilité entre les polysaccharides et letéines de lait est également affectée par la
gualité du solvant. Ainsi, Antonov et al. (1998)samt intéressés a I'influence de la force ionigue
le comportement de systemes guar / casé€inatesranbnine zone de compatibilité d’autant plus
étendue que la force ionique du milieu est faibke,qui est typique des mélanges présentant une
incompatibilité thermodynamique. Par ailleurs, umgmentation de la miscibilité des systémes
caroube / protéines de lait a été observée amgai’d’'une teneur en sucre inférieure a 15% dans |

cas des caséinates et 20% pour les micelles deead&chorsch et al., 1999 ; Spyropoulos et al.,
2010).

32



Chapitre 1 : Etude bibliographique

La microstructure spécifique des mélanges laiygamcharides neutres confére a ces systéemes
des propriétés rhéologiques particulieres. Il esbtar que la caractérisation doit s’effectuer avare
la déstabilisation ne soit observée a I'échellerommpique. D’'un point de vue rhéologique, un effet
de synergie a été observé suite a I'ajout de potysaides aux micelles de caséines. Ainsi, la
viscosité apparente du mélange est supérieuresantane des viscosités des composés individuels
aux mémes concentrations en raison d’'une surcaltiemt en guar dans la phase continue. Par
ailleurs, la boucle d’hystérésis présente pour kanmge micelles de caséines / guar peut étre
vraisemblablement attribuée a la structure du systeous la forme d’'une émulsion eau dans eau qui

pourrait étre modifiée par le cisaillement (Fig2B) (Bourriot et al., 1999c).
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Figure 23: Courbes d’écoulement d’'une solution de guarR&QGG), d'une suspension de micelles de caséines a
3% (MC) et d’'un mélange de 0,2% de guar et 3% delfeis de caséines dans 0,25 M NaCl (Bourriot.e18P9c)

[1.2.2. Séparation de phases de mélanges protéines de lait/
polysaccharides chargés
A la différence des systemes précédents qui faisaigervenir des espéces neutres, il faut tenir

compte des charges apportées par les polysacchakidesqu’'un polysaccharide chargé est mélangé
a des protéines de lait, la question d’'une éveletirgieraction entre les deux composés se pose. Une
des approches consiste a analyser les mécanistapgeimant dans le systéme mixte en fonction de la
densité de charges des polyméres. Cependant, ggedlesoit la charge des polysaccharides,
'ensemble des mélanges polysaccharides chargéstdines de lait décrits dans la littérature, a
I'exception de ceux contenant du carraghénane €&abb) et d’'un cas particulier avec le xanthane
(Tableau 4) est attribué a un phénomene de dépiBtioulation ou a une incompatibilité
thermodynamique (Tableau 4 et Tableau 5). Paruadlele type de charge portée par le
polysaccharide est également susceptible de re@udsgble ou non une association avec les protéines

de lait.
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Tableau 4: Récapitulatif des principales études effectuges les mélanges polysaccharides chargés de type

carboxylé / protéines de lait en milieu neutre.tyyge de phénomene est donné tel que décrit pauieurs(DE :
degré d’estérification ; DS : degré de substitutio@MC : carboxyméthylcellulose ; HM : hautementtimyées ;
LM : faiblement méthylées ; LMA : faiblement métiglet amidées ; EPS : exopolysaccharides)

Polysaccharide Protéine | Conditions | Phénomeéne | Référees
Xanthane Densité de charges : 0,25 mol / mol de monosaabhari
Micelles de R g .
. pH 6,8, 20°C Déplétion-floculation Bhat et al., B00
caséines
pH neutre, 20°C Incompat|b|l|lte Hemar et al., 2001
. thermodynamique
Caséinates d —= -
sodium Ass_omatlor_] faible _
pH 6,6 (interactions Kobori et al., 2009
hydrophobes)
Thaiudom & Goff,
N N 2003 ; Hemar et al.,
Lait écrémé pH 6’54302'7’ 20a Déplétion-floculation | 2001 ; Aichinger et
al., 2007 ; Antonov e
al., 1994
Pectines Densité de charges : pectines HM : 0,3 ; LM : 0v@8 / mol de monosaccharide
Micelles de R Incompatibilité Tuinier & de Kruif
0 o i)
HM (DE 61%) caséines pH6,7a5,20°C thermodynamique 2002
Caséinates de Incompatibilité Rediguieri et al.,
0
HM (DE 68%) sodium pH>6 thermodynamique 2007
Maroziene & de
HM (DE 73%) pH 6,7 Déplétion-floculation| Kruif, 2000 ; Acero
Lopez et al., 2009
Lait écréme Maroziene & de
0, Z Za: - .
LM (DE 35%) pH 6,7 Déplétion-floculation Kruif, 2000
LMA (DE 35% et e . Maroziene & de
amidé a 20%) pH 6,7 Déplétion-floculation Kruif, 2000
CMC Densité de charges : variable selon DS
CMC (DS 0,85) Lait écrémé pH 6,8, 20°C Incompat|b|l|lte Tolstoguzov, 1993
thermodynamique
EPS Densité de charges : variable
— Micelles de pH 6,8, iz .
EPS anionique caséines 0,08 M NaCl Déplétion-floculation | Antonov et al., 1994
S o e . Girard & Schaffer-
EPS anionique Lait écrémé pH neutre Déplétion-floculation Lequart, 2007
pH 6,6 26,7, Tuinier & de Kruif,
Non précisé Lait écrémé 0,1 M NaCl Déplétion-floculation | 1998 ; Hassan et al.
2003
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Tableau 5: Récapitulatif des principales études effectigtedes mélanges polysaccharides chargés de tifagésu
protéines de lait en milieu neutre. Le type de phhééne est donné tel que décrit par les auteurs.

Polysaccharide Protéine |  Conditions | Phénoméne | Référees
Carmalhina Densité de charges : kappa: 0,5 ; iota : 1 ; laankid5 mol / mol de
alfizig itz monosaccharide
Snoeren, 1976 ;
Caséin 20°C Association Snoeren et al.,
1975
Cazfgnen Déplétion-floculation Snoeren, 1976
20°C, 50°C, Déplétion- floculation Bourriot et al.,
0,25 M NaCl P 1999a
Micelles de o o Association / Déplétion{  Schorsch et al.,
caséines 25°C/60°C floculation 2000
o L Spagnuolo et al.,
25°C Association 2005
L G, Hemar et al.,
Caseln_ates 20°C Incompat|b|I|_te 2002 : Nono et al.,
de sodium thermodynamique 2011
Kappa Alexander &
25°C /55 ou L g Dalgleish, 2007 ;
60°C ASSOC;%fur;gtBﬁplenon' Langendorff et al.,
25°C /60°C 1997 ; Langendorff
et al., 2000
Hemar et al.,
20°C Déplétion-floculation 2002 ; Drohan et
Lait écrémé al., 1997
Dalgleish &
Morris, 1988 ;
‘Ao . Tziboula & Horne,
5a25°C Association 1999 : Martin et
al., 2006 ; Ji et al.,
2008
Micelles de Garnier et al.,
. 20 a 60°C Association 2003; Michon et
caséines
al., 2003
Langendorff et al.,
lota Association / Déplétion- 1997
25°C/70°C floculation Langendorff,
Lait écrémé 1998 ; Langendorff
et al., 2000
o o Dalgleish &
25°C Association Morris, 1988
o e Langendorff et al.,
Lambda Lait écréme 25°C/ 60°C Association / Depletlon- 2000 ; Dalgleish &
floculation ;
Morris, 1988
Dextrane Densité de charges : 2 mol / mol de monosaccharide
. o Garnier et al.,
Sulfaté Mlcel[(_es de pH 7, 20°C, Déplétion-floculation 1998 ; Bourriot,
caséines 0,25 M NaCl 1999
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I a été montré que les polysaccharides sulfatés dae les carraghénanes interagissent
davantage avec les protéines que les polysaccharatboxylés tels que les pectines (Doublier et al.
2000). Partant de ce constat, les résultats obtavers deux polysaccharides carboxylés, le xanthane
et les pectines, et deux polysaccharides sulfegé&extrane et les carraghénanes, en mélangeewec |

protéines de lait, sont plus particulierement déairapres.

11.2.2.1.Cas du xanthane

D’'une maniére générale, les études menées suwut’'ae xanthane a du lait attribuent la
séparation de phases de type ségrégatif a un mséwanie déplétion-floculation (Figure 24)
(Tableau 4) (Aichinger et al., 2007 ; Bhat et 2006 ; Hemar et al., 2001 ; Thaiudom & Goff, 2003 ;
Antonov et al., 1994).

Lait écrémé (% p/p)

o e

0,00 0.0e U.EM Lo} é)ﬂ D’:JE ﬂ_llo
Xanthane (% p/p)
Figure 24 : Diagramme de phases de mélanges lait écréméHate (d'aprés Hemar et al., 2001)

Cependant, une différenciation du comportementhdesgs entre les mélanges lait / xanthane et
caséinates de sodium / xanthane a été mise ennéeidé\lors qu'une séparation de phases
macroscopique est visible dans le lait a des cdratgons bien inférieures a 0,1% de xanthane, le
mélange xanthane / caséinates de sodium ne seesgparpartir de 0,5% de polysaccharide ajouté
(Figure 25a, c et d). A I'échelle microscopique, migits domaines enrichis en protéines, de forme
non parfaitement sphérique, ont été observés apmesjout de 0,5% de xanthane dans le lait
(Figure 25a et b). Des petits filaments individuasformément distribués ont été mis en évidence
par AFM (Kobori et al., 2009) et par microscopienfozale (Hemar et al., 2001) dans le cas de
mélanges en présence de caséinates de sodiumpibé&ms divergent quant a l'interprétation de ces
structures. Selon Hemar et al. (2001), la préseleceaséinates favoriserait I'auto-association des
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molécules de xanthane en raison d’interactions|s&@s entre les deux composés. La seconde
explication est donnée par Kobori et al. (2009) éniet I'hypothése d’une liaison de particules
individuelles de caséinates de sodium sur la chalee xanthane au travers d’interactions
hydrophobes. Cependant, ces interactions hydroghsdraient faiblement attractives en raison de la
répulsion électrostatique. Il faut en outre notee ta caséine n’interviendrait pas dans la formation

de ces structures.

Figure 25 : Images obtenues en microscopie confocale dengétade (a) 5% poudre de lait écrémé / 0,1%
xanthane ; (b) 5% poudre de lait écrémé / 0,5%hweard ; (c) 5% caséinates de sodium / 0,1% xanth@)e5%
caséinates de sodium / 1% xanthane. La barre eapg$0 um (d'aprés Hemar et al., 2001)

[1.2.2.2. Cas des pectines

Au pH du lait, un phénoméne de déplétion-floculatést décrit pour toutes les études portant
sur les mélanges lait / pectines (Tuinier et &Q02; Maroziene & de Kruif, 2000 ; Acero Lopez et
al., 2009). La compatibilité des pectines avec pestéines de lait dépend peu de leur degré
d’estérification, qui est typiquement de 70% et 3&¥pectivement pour les pectines HM (hautement
méthylées) et LM (faiblement méthylées). Néanmadimszone d’incompatibilité est Iégerement plus
étendue pour les pectines LM que dans le cas desinggHM en raison d'un volume
hydrodynamique plus élevé pour les pectines LMyf@6) (Maroziene & de Kruif, 2000).

37



Chapitre 1 : Etude bibliographique

+ HM; ALMA; O LM ; O Gel

1.0 I~
Phase gélifiée
a [_."0.‘:
s ot
s | e ..
2 0.5 ‘
£ : Deux phases
= \
S [
a
i -
Stable =
0.0

0.0 0.1 0.2
Micelles de caséines (% p/v)
Figure 26 : Diagramme de phases de mélanges micelles dmeagéectines. Aux concentrations en pectines LMA
(faiblement méthylées et amidées) et HM (hautenmeéthylées) élevées, un réseau gélifié se formerfba
Maroziene & de Kruif, 2000)

Enfin, il faut noter que bien que les pectines LNhteragissent pas avec les micelles de
caséines a pH neutre, elles sont sensibles auxcelogim, ce qui peut aboutir & leur gélification.
L’apport du calcium par les protéines du lait, mot@ent lors d'un début de solubilisation du
phosphate de calcium micellaire en cas d'une Iéd@éninution du pH, peut conduire a la formation
d’'un gel mixte (Harte et al., 2007).

11.2.2.3. Cas du dextrane sulfate

Les mélanges dextrane sulfate / protéines de laitt que rarement été étudiés dans la
littérature (Garnier et al.,, 1998 ; Bourriot, 199@)ableau 5) en raison des propriétés peu
viscosifiantes et non gélifiantes du dextrane. &fmis$, la charge élevée de ce polymére, sous la
forme de groupements sulfates, présente un intéovétparticulier pour I'étude des mélanges en
présence de polysaccharides chargés (Figure 19).

Un phénomeéne de déplétion-floculation serait aidioe de la séparation de phases
macroscopique. L'allure inhabituelle du diagramneeptiases, c’est-a-dire que la binodale n’est pas
asymptotique a l'axe des abscisses aux concemsatitevées en protéines, est attribuée a une
compétition entre le phénoméne de séparation deeplet 'augmentation de la viscosité du systéeme
dans cette zone (Figure 27).
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Figure 27 : Diagramme de phases de mélanges micelles dineasédextrane et image obtenue en microscopie
confocale de la microstructure du mélange de 6%edé&rane / 3% de micelles de caséines a 20°C daasMdNacCl
(d’apres Bourriot, 1999)

A I'échelle microscopique, un systéeme hétérogeneseamtant des zones diffuses de 10 a
100 um concentrées en protéines est observé (FRjlreA la différence des systemes faisant
intervenir des polysaccharides neutres, ces zowmegeotrées aux contours diffus n'ont pas
'apparence de gouttelettes sphériques, ce quiésagbexistence de complexes formés entre le

polymeére chargé et les protéines de lait.

[1.2.2.4.Cas des carraghénanes

Les mélanges entre les carraghénanes et les m®tdm lait ont fait I'objet de nombreuses
études en vue d’'une meilleure compréhension desartions intervenant entre les deux composes
(Tableau 5). La principale question de divergenmecerne I'adsorption des carraghénanes sur les

micelles de caséines et les conditions dans ldsgusd phénomene se produit.

La plupart des auteurs s’accordent sur le fait gi¢'atempératures inférieures a la température
de transition pelote-hélice, le carraghénane stissavec les micelles de caséines au travers
d’interactions électrostatiques entre ses groupkatss chargés négativement et une région chargée
positivement de la caséire(Figure 28) (Snoeren, 1976 ; Dalgleish & Morri888). Ce phénoméne
suppose que la zone positive de la cas€iseit accessible et implique la pénétration de$neisade

carraghénanes dans la couche chevelue de la nilectlaséines, ce qui serait de prime abord d#ficil
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a concrétiser pour des raisons stériques et égatigues (Bourriot et al., 1999a). Cependant, le
mécanisme faisant intervenir I'adsorption des ggrémanes sur les protéines est celui qui prévaut
aujourd’hui. Il est & noter que des interactiongales entre les ions calcium et les groupements

sulfates portés par les chaines de carraghénanasigot également intervenir.

Figure 28 : Image obtenue en microscopie électronique aybgad'un mélange de 11% de poudre de lait et de
0,015% de kappa-carraghénane. La barre représedter (Spagnuolo et al., 2005)

Les interactions associatives entre les iota ep&agarraghénanes et les micelles de caséines
ont lieu quelle que soit la température et doncdaformation du polysaccharide (Snoeren, 1976 ;
Garnier et al., 2003). Néanmoins, ce mécanismeacegilé a un phénomeéne de séparation de phases.
En effet, au-dela du recouvrement total des misalke caséines par les chaines de carraghénane, les
agrégats pontés sont floculés par les carraghéni@mres (Schorsch et al., 2000). Ainsi, a des
concentrations faibles en micelles de caséinesagesgats seraient dispersés dans la phase continue
stabilisée par des liaisons carraghénane / camagleé Au contraire, a des concentrations élevées en
micelles de caséines, un seul réseau stabiliséitagement par des liaisons carraghénane / mielle
de caséines structurerait le systeme (Figure 2Ba(&arnier et al., 2003).

Figure 29: Images obtenues en microscopie confocale dengétade 3% de micelles de caséines et de (a) (1% d
iota-carraghénane (d'aprés Garnier et al., 2008) 1% de iota-carraghénane a 0,1 M NaCl (d'apr@siér et al.,
2003) ; (c) 1% de kappa-carraghénane a 0,25 M H&0FC (d’aprés Bourriot et al., 1999a)

Méme si les trois types de carraghénanes (iotgpekaplambda) s’adsorbent sur les micelles de

caseéines, leur différence de densité de chargeblsentervenir dans les microstructures observées.
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Pour un rapport identique en micelles de caséihea earraghénane, le mélange obtenu en présence
de iota-carraghénane apparait granuleux (Figurg &8bs que la microstructure du mélange kappa-
carraghénane / micelles de caséines semble plusaliét grossiere (Figure 29c). Puisque la densité
de charges des carraghénanes est différente, ¢histogtrie des agrégats carraghénane / micelles de

caséines est trés probablement différente.

Différentes méthodes ont été utilisées pour metineévidence I'existence d’interactions
attractives entre les carraghénanes et les miceleescaséines. Par des mesures de mobilité
électrophorétique, Dalgleish & Morris (1988) ontmiré une augmentation de la densité de charges
des micelles de caséines suite a I'adsorption Hates de carraghénane. Par ailleurs, la taille des
micelles de caséines augmente lorsque l'adsorptesncarraghénanes a lieu (Langendorff, 1998 ;
Spagnuolo et al., 2005 ; Dalgleish & Morris, 1988).
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Figure 30: Spectres de densité optique (DO) a différergegperatures, de 20°C a 60°C, et 0,1 M NaCl de rgékan
(a) bleu de méthylene (BM) / 0,002% iota-carragnéndCl) ; (b) bleu de méthylene (BM) / 0,002% iota-
carraghénane (CI) / 0,005% micelles de caséineg (M) soustraction des deux spectres de dengitigus
(ADO = DQsp+citmc - DOgu+cr) (d'aprés Garnier et al., 2003)

Une autre méthode consiste a étudier le comportediespectre du bleu de méthylene suite a
I'ajout de carraghénane ou d’'un mélange de micelkesaséines et de carraghénane (Snoeren, 1976 ;
Garnier et al., 2003). En effet, les interactiotectostatiques entre les chaines de carraghénane
sulfaté et les molécules de bleu de méthyléne neodife spectre du bleu de méthyléne. Le pic de la
solution de bleu de méthyléne a 663 nm diminuerafitpl’'un épaulement a 554 nm correspondant
aux complexes bleu de méthylene / carraghénanar@gpa). Lorsque des micelles de caseéines sont
introduites dans ce mélange, une compétition adrte les plans cationiques du bleu de méthylene
et les micelles de caséines pour les groupes ssifiu carraghénane. Si les molécules de bleu de
méthyléne sont déplacées des sites sulfates stdibé&n solution, le pic a 663 nm augmente alcgs qu
I'épaulement & 554 nm diminue (Figure 30b). Unestagtion des spectres des meélanges micelles de

caseéines / carraghénane avec ceux obtenus sahnglajptotéines permet de mettre en évidence les
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interactions associatives micelles de caséinesragi@nane (Figure 30c). Ainsi, I'association des

micelles de caséines avec les groupes sulfateardagbénane conduit a une libération des molécules
de bleu de méthyléne a des températures supériautastransconformation des carraghénanes.
Cependant, l'adsorption des carraghénanes a égaldime en dessous de 40°C, bien que le pic a
663 nm ne soit pas modifié en raison d’'une augntientae la rigidité des chaines de carraghénane
(Garnier et al., 2003). Ces expériences confirntemic I'association des chaines de carraghénane
avec les micelles de caséines quelle que soitrBbooation du carraghénane. Cette interaction @st d

nature électrostatique et s’opére au niveau demégiositives des caséinegSnoeren, 1976).
[Il. GELIFICATION EN PRESENCE D 'UNE SEPARATION DE PHASES

lll.1. Effet de la gélification d’au moins une des deux Eses
[11.1.1. Propriétés des gels en présence d’'une séparation pleases

Lorsqu’'une séparation de phases de type liquidedey entre deux polyméres a lieu, la
gélification a pour effet de diminuer voire de stipr la mobilité de I'un ou des deux composants
du mélange. Dans le cas des systemes mixtes m@stdm lait / polysaccharides, chacun des deux
composés est susceptible de contribuer au résaagépfication, seul ou en mélange. Il convient

donc de distinguer trois cas (Figure 31 et Fig@)e: 3

* les gelsparticulaires, mettant en ceuvre I'association de particules.sDarcas des
gels laitiers acides, les particules résultentalgrégation des micelles de caséines (paragraplue
ce chapitre) et peuvent étre pontées par l'interameddes protéines sériques lorsqu’un traitement

thermique suffisant a été appliqué (paragrdphé de ce chapitre) ;

by

* les gels mixtes d@olyméres a chaine étendudéMorris, 1986). En considérant la
participation de I'un ou des deux polymeres a lanfttion du réseau, une distinction peut étre faite
entre les réseaux dits « simples », structurésipaeul composant, et les réseaux dits « composés »

formeés a partir des deux polymeres ;

0 Au sein des réseaux « simples », les phénoménegldene exclu sont les plus

fréquents, une miscibilité parfaite entre les dealymeres étant peu probable.

o L’organisation d'un réseau « composé » dépend rmatamh des interactions entre les
polyméres, des conditions de mélange ainsi queidésiques de formation du réseau. Plusieurs cas

peuvent étre envisageés :
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- les réseauwinterpénétrés constitués de deux réseaux indépendants n’ingsiaat
gu’au travers d’enchevétrements. En raison dedhimgatibilité de la majorité des polymeres entre
eux, un effet de volume exclu est souvent mis éteérce.

- les réseauxouplés qui nécessitent une interaction de type assoeiatie les deux

polymeres. Trois cas peuvent alors se présenter :

- incapables de gélifier seuls, les polyméres efamgé peuvent former un

réseau couplé grace a leur interaction ;

- seul un polymere est geélifiant, le réseau edtiglment couplé grace aux

interactions intrapolymeéres et interpolymeres ;

- les deux polyméres peuvent gélifier séparémesrtnpttant de combiner a la
fois les interactions individuelles de chaque payengélifiant et celles des deux polyméres entre

eux.

* les gels mixtes remplis mettant en ceuvre phasicules et des polymeéres a chaine
étendue En fonction de la capacité a gélifier de chacas domposants, différents cas peuvent étre
distingués :

0 les particules peuvent s’agréger alors que le petgnest non gélifiant. Cette situation
conduit classiqguement au phénoméne de dépléticntéibon, en incluant toutefois I'effet de la

gélification. Il sera traité en détail dans le ppeghelll.1 de ce chapitre ;

o le polymere est gélifiant alors que les particesit inertes. Comme lillustre la
Figure 32, les particules ne génent pas la migdaae du réseau et ont un réle de remplissageldu ge
par occupation de I'espace si la fraction volumidas particules est suffisamment faible ;

o lorsque les particules s’agrégent en paralléleadermation d’'un gel par le polymére,

deux réseaux se forment, ce qui reléeve du casedesux interpénétres ;

0 aucun composant n'a la capacité de gélifier indiglement. Les interactions de
nature associatives entre les particules et legngoes aboutissent a un mécanisme de pontage qui

structure le systeme ;

o0 la combinaison de I'agrégation des particules eindphénoméne de gélification
additionné ou non de pontage du polymere sur |egcpkes donne lieu & un systéme complexe. En

effet, le pontage peut perturber I'agrégation detiqules pour des raisons stériques.
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Gels particulaires

I I
Agrégation
I Ve

Figure 31: Représentation schématique des types de gdlsyaires, mettant en ceuvre I'association de palds
(adapté de Michon et al., 2010)
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Figure 32 : Représentation schématique des différents tgpaganisation des gels mixtes de particules et de
polymeéres a chaine étendue. Les échelles ne semegppectées. Les schémas entourés en pointiigssemntent des
cas rares et peu probables. P : particulesetm® : polyméres a chaine étendue (adapté de Michah,e2010 ;
Michon, 1995 ; Morris, 2006)

Seuls les travaux sur les gels formés a partir goigmeére gélifiant et d’'un second polymere
non gélifiant seront décrits dans cette synthéasessgpe c’est le cas des mélanges étudiés dans ce

travail.
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Sur la base de la classification des gels mixtegnvient de distinguer les gels protéiques des
gels de polysaccharides a chaine étendue. Alorslagggande majorité des gels protéigues sont
produits par agrégation des protéines, par exerwplenoyen d'un traitement thermique ou d'une
acidification, la gélification des polysaccharid@schaine étendue tels que les carraghénanes est
souvent associée a un changement de conformat@ra(R et al., 2006). Il est a noter que la gélatine
protéine d’origine animale, constitue un cas paligc. Elle subit une transition pelote-hélice qui
permet l'association des chaines entre elles ek &itee, se comporte davantage comme un

polysaccharide a chaine étendue gélifiant.

Lorsqu’une seule phase du systéme mixte gélifiggfmrtition des fractions volumiques de
chacune des phases a un rble déterminant sur dpsigies mécaniques. En effet, si le polymere
gélifiant constitue la phase continue, des pamguiquides enrichies par I'autre polymére seront
dispersées dans une matrice solide. En revanchi, ghase dispersée est gélifiée, le systéeme
possédera des propriétés semblables a une suspdesparticules solides (Frith, 2010 ; Foster et al
1997).

De maniere générale, I'ajout d’'un polysaccharidenagel produit un effet antagoniste ou de
synergie sur les propriétés du gel résultant. btedintagoniste se traduit par un affaiblissemergedu
obtenu a partir du mélange par rapport aux biopéhgs pris individuellement. Une séparation de
type ségrégatif peut limiter 'agrégation protéigoe plus spécifiguement la connexion entre les
agrégats de protéines, ce qui aboutit a une dimoimutie I'élasticité des gels. En présence
d’interactions associatives, une neutralisationadbesplexes peut favoriser leur insolubilité et dénc
formation d’agrégats au détriment de la formatiamdéseau (Bertrand & Turgeon, 2007 ; Bertrand,
2008). Au contraire, l'effet de synergie aboutit a un moEment du gel en raison d'une
augmentation de la réticulation du gel et doncadddnsité du réseau. Généralement, ce phénoméne
est lié a des effets d’exclusion de volume et déistebution du solvant entre les deux phases
(Tolstoguzov, 1995). En effet, la séparation de spbaentre protéines et polysaccharides est
accompagnée d’une répartition inégale du solvamec d’apparition d’'une phase concentrée en
protéines en équilibre avec une phase riche ersaotharides. La concentration locale en protéines

augmente ainsi la connectivité des particules yoés (Zasypkin et al., 1997 ; Tolstoguzov, 2007).

[11.1.2. Effet de la gélification sur la séparation de phase

Au sein des systemes mixtes, la gélification pewiradeux types d’effet contradictoire sur la

séparation de phases, soit en intensifiant I'afiparides deux phases, soit en ralentissant voire en

45



Chapitre 1 : Etude bibliographique

bloguant ce phénoméne. Les limites de co-solupititést-a-dire la position de la binodale sur le

diagramme de phases, peuvent ainsi étre déplamdeasd la gélification d’'un polymére.

Ainsi, dans certains cas, la séparation de phasksuaa des concentrations plus faibles
lorsqu’elle est accompagnée d’'une gélification.ithetd’exemple, un mélange constitué de 2% de
gélatine et 2% de dextrane est miscible en comditioon gélifiantes, alors qu’'une séparation de
phases apparait consécutivement au changemenhfigroation de la gélatine (Tromp et al., 2004).
Par ailleurs, il est a noter que la concentratiitigoe de gélification diminue dans un systéemetmix
par rapport & un systéme binaire polymeres / sgh@n qui est notamment le cas des mélanges

gélatine / maltodextrine, dextrane ou alginate ygkm et al., 1997).

Un décalage de la zone de compatibilité a été véskans des mélanges gélatine / amidon et

gélatine / maltodextrine suite a la gélificationldgélatine (Figure 33) (Lundin et al., 2000).

10 T T T T T T

i

Gélatine LH1e (% p/p)

0 2 4 & 8 10 12 14
SA2 (% p/p)

Figure 33: Diagramme de phases du systeme gélatine « Imtid» (LH1e, type B) / maltodextrine (SA2) / eau
dans 0,1 M NacCl a différentes températures obtepartir de mesures de turbidité a une vitesse fileidessement
de 1°C/min (d’aprés Lundin et al., 2000)

Lorsque la température diminue de 60°C a 25°C,olaribution de I'entropie du mélange
diminue et a partir de 40°C, la gélatine subit urensition de la conformation pelote a la
conformation hélice, chaque macromolécule de géaticcupant un volume beaucoup plus grand
lorsqu’elle est en conformation hélice. Ces deuxteiars entrainent une augmentation de
lincompatibilité de la maltodextrine vis-a-vis da gélatine. Par ailleurs, la formation d’'un gel
influence non seulement le positionnement de ladale, mais aussi la capacité du systeme a
atteindre I'état d'équilibre. En effet, l'augmentst de la rigidité des chaines diminue
considérablement la mobilité des polyméres, justpua emprisonnement dans le réseau gélifié. Par
conséquent, la gélification peut intervenir comnme dvénement perturbateur de la séparation de
phases.
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De nombreuses études ont décrit la structure desfgenés par les mélanges de gélatine et
d’autres polysaccharides tels que la maltodex{tesapis et al., 1993 ; Lorén, 2001 ; Lundin et al.
2000), le dextrane (Tromp et al.,, 2004 ; Pacek let 2003) ou encore les protéines de lait
(Hermansson et al., 1998fomme illustré sur la Figure 34, la vitesse deoidfssement a une
influence sur la structure microscopique du gelisRe gel se forme rapidement, plus la taille des
inclusions de maltodextrine diminue, mettant erdénte un phénoméne de séparation de phases

incomplet, frustré par la gélification de la gétati

Figure 34 : Images obtenues en microscopie confocale madntteffiet de la vitesse de refroidissement d’'un
mélange de 5% de gélatine « pig skin » (type AJ%tde maltodextrine sur les microstructures. Lefanges ont
été chauffés a 60°C quelques minutes puis refraldi$0°C a 10°C a des vitesses de refroidisseneeii®)do,? ;
(b) 1; (c) 10°C/min (d'aprés Lorén et al., 1999)

Une compétition a donc lieu entre la gélificatian tend a figer le systéme et la séparation de
phases qui maintient le systeme en état de nonil&quiFrith, 2010 ; Lorén & Hermansson, 2000).

Par conséquent, les cinétiques relatives de ggtiific et de séparation de phases ont un réle clé su

les propriétés microstructurales du systeme (Fig6je

Equilibre des cinétiques Phase gélifiante
de séparation de phases
et gélification Continue Dispersée
B
b|® @
Vsép > Vgél 2 ®
© @
: d e e
) ; o ®°
Vsép < Vgél ;%;35 . ®°
° ® ¢ ®

Figure 35 : Influence des vitesses relatives de séparatiorplibses (Vsép) et de gélification (Vgél) sur la
morphologie de gels mixtes a base d’'un polymerdigd (avec quadrillage) et un autre polymére mgtifiant
(sans quadrillage)
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Lorsque la séparation de phases s’opere plus rapitteque la gélification, une structure sous
la forme de gouttelettes, similaire a celle obteanebsence de gélification, est obtenue (Figuee 35
et b). Si les cinétiques de formation du gel etéparation de phases sont proches, la séparation de
phases se produit pendant la formation du gel, wecgnduit & une compétition entre les deux
phénoménes et a des microstructures variées. beéedesituation impliqgue une gélification qui alie
plus rapidement que la séparation de phases (Fafizret d). Dans ce cas, la séparation de phases es
incompléte et le procédé de gélification a poueteffe stopper I'évolution de la structure biphasiqu
dans un état intermédiaire de non équilibre. Sphase continue est gélifiee, alors de petites
inclusions liquides sont piégées dans le gel (Eigd¢Bc). Au contraire, une suspension de petites
particules gélifiées est observée lorsque la pHhagmersée est gélifiante (Figure 35d). Il est &not
que pour I'ensemble de ces matrices, les gougslgituvent sédimenter et/ou coalescer a différents

degrés suivant le délai avant gélification et lasametres déterminés par la loi de Stokes (Eq. 2).
Finalement, les facteurs clés qui déterminent liesastructures aprés gélification sont :

- le début de la séparation de phases et de lacgéiifn ;

- les cinétiques relatives de séparation de phastesgtlification ;

- le contexte de gélification dans lequel la sépanatie phases a lieu (notamment les
concentrations en polymeres, la viscosité des g#ases et la mobilité des polymeres) (Lorén,
2001).

[11.1.3. Gélification sous cisaillement de systémes en prése d’'une séparation
de phases

De méme que le blocage de I'évolution des strustiseite a la formation d'un gel,
I'application d’'un cisaillement en présence d'unélifgcation constitue une seconde approche
permettant de créer des structures bien définies.

I11.1.3.1. Effet du cisaillement avant gélification

Lorsqu’un systeme présentant une séparation depless soumis a un cisaillement, il convient

de distinguer différents cas en fonction de l'isigndu cisaillement appliqué.

D'une part, l'application d’'une déformation suffisment petite permet I'alignement des
gouttelettes dans la direction du champ de cisadlg, sans engendrer de rupture des gouttelettes pa
instabilité de Rayleigh (Butler, 2002 ; Frith, 201@ans ce cas, l'intensité de déformation des

gouttelettes est déterminée certes par la vitesseisdillement, mais aussi par la taille initialesd
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gouttelettes, par le rapport de viscosité entral@sx phases et par la tension interfaciale. Alesi,
degré d’asymétrie des particules dispersées augnersgue la vitesse de cisaillement est élevée.
Cependant, si la vitesse de cisaillement restetaotes la déformabilité des particules dispersées e
maximale lorsque la viscosité des deux phasesireghise, et augmente si la tension interfaciale

diminue ou si le diameétre des gouttelettes augm@mistoguzov, 1986).

D’autre part, au-dessus d’une vitesse de cisaili¢rogtique, un équilibre entre la coalescence
des gouttelettes et leur rupture par instabilitéRdgleigh conduit a une taille de goutteletteslstab
tant que le cisaillement est mis en ceuvre (van &dgvet al., 2003 ; Butler & Heppenstall-Bultler,
2003). Le systeme apparait alors comme homogéneaostapiquement jusqu’a ce qu'il se
déstabilise de nouveau apres arrét du cisailleméntitre d’exemple, la binodale du mélange
gélatine / dextrane déterminée en condition de sregiosous un cisaillement constant & 6Gst
montrée sur la Figure 36. Sous [l'application d'uisatlement, la zone de compatibilité
monophasique s’'agrandit, I'effet devenant plus ificatif aux concentrations en polymeres élevées
(Antonov et al., 2012 ; Lundin et al., 2003).

20

w
L

Dextrane (% p/p)

0 5 10 15 20
Gélatine (% p/p)

Figure 36 : Diagramme de phases du systéeme gélatine / dexaa repos (ligne entiére) et sous un cisaillement
constant de 60°s(ligne en pointillés) & 45°C, avec une force iomigle 0,002 M et & pH 5 (d'aprés Antonov et al.,
2003)

[11.1.3.2. Effet du cisaillement pendant la gélification

Lorsqu’un facteur de cisaillement se superposecamabinaison des mécanismes de séparation
de phases et de gélification, la considérationpilepriétés physiques des gouttelettes est esdentiel
pour prédire et interpréter les structures formeEesprésence d’une gélification, les gouttelettesss

cisaillement deviennent plus résistantes a la repttise rétractent en raison d’une modificatiofade
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rhéologie des gouttelettes et d’'une augmentatiola dension interfaciale (Foster et al., 1997 ; Wol
et al., 2001).

Dans certains cas, I'effet combiné d’un cisailleineind’'une gélification peut conduire a une
inversion de phases. En condition de repos, lagpbastinue est constituée par le polymére ayant la
fraction volumique la plus élevée. Cependant, loesde mélange est soumis a un champ de
cisaillement suffisamment élevé pendant la gélifica la phase continue constituée du polymére
gélifiant devient la phase dispersée. Il est amgte cette inversion de phases se produit pour des
fractions volumiques de phase continue avant imweratteignant 75% dans le cas de mélanges
gélatine / amidon ou maltodextrine (Foster et &R96 ; Foster et al., 1997). Ce phénoméne
d’inversion de phases est en général associé @nfiemtation de la viscosité au cours de la
gélification de la phase continue riche en gélatirseviscosité devient ainsi supérieure a celldade

phase riche en amidon ou en maltodextrine.

La compréhension de la relation entre la morphelogies gouttelettes et [Ihistoire
thermomécanique appliquée pendant le procédé didtbn est d'un intérét tout particulier. Les
mélanges de biopolymeéres constituent des systedéasix en raison de leur évolution structurale
lente, qui permet au gel de se former dans un clagempsaillement suffisamment faible pour éviter
la rupture des gouttelettes ou la destruction dstdacture biphasique (Norton & Frith, 2001 ;
Turgeon et al., 2003). Néanmoins, la formation dephologies variées implique des conditions a
satisfaire et parmi elles, une faible différencevigeosité entre les deux phases, une faible tansio
interfaciale ainsi qu’une transition sol-gel rapstis cisaillement. En effet, dans le cas extréme,
gélification lente conduit a une relaxation complde la forme de la gouttelette et a la formatien d

particules sphériques gélifiees (Tolstoguzov, 1986If et al., 2001).

La déformation d’'une émulsion eau dans eau au abaita gélification de I'une ou des deux
phases donne naissance a un matériau anisotrgpagsédant une structure fibrillaire ou lamellaire.
La structure du matériau dépend certes des conditie cisaillement, mais aussi de la fraction
volumique de la phase gélifiante. Lorsque la plamsginue gélifie, une structure capillaire remplie
de fibres orientées liquides est formée (Tolstoguda®86). En revanche, si le polymere gélifiant
constitue la phase dispersée, trois cas sont &agesi en fonction de la concentration en goutesett
dispersées (Figure 37) (Tolstoguzov, 1986 ; Tolstog, 2003).
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Effet de la fraction volumique

F" -
, . ‘coulemen}‘k ._m_
Déformation des gouttelettes ® v

® 0 9 |————————xw
@ Ecoulement’| Fibre S—

|

Coalescence

Structure en
couches fibreuses

Rupture des
cylindres liquides

Equilibre dynamique
Figure 37 : Schéma général de la déformation de particulgsedsées au sein d’'une émulsion eau dans eau sous
cisaillement (d'aprés Tolstoguzov, 2003)

Une faible fraction volumique de gouttelettes laps dispersées résulte en des fibres
individuelles de volume identique aux goutteleftg@tales. Lorsque la concentration en particules
dispersées augmente, la coalescence des goudetstteluit a une élongation des fibres. Aux
fractions volumiques en gouttelettes élevées, Eesoence des particules a lieu a la fois dans la
direction du champ de cisaillement et celle perpmidire, ce qui aboutit a une structure en couches

de structures fibreuses.

D’'un point de vue rhéologique, la contribution dgsuttelettes gélifiees a la viscosité du
systeme est variable selon leur morphologie. Lepemsions de particules gélifiées allongées sont
davantage rhéofluidifiantes et possedent une \igcasix faibles contraintes de cisaillement plus
élevée que les solutions de particules sphérichiesi, les particules sphériques gélifiées conferen
des propriétés liquides presque Newtoniennes alagsla présence de filaments gélifiés apporte un
seuil d’écoulement important aux petites vitessesigaillement (Figure 38) (Norton & Frith, 2001).
Par ailleurs, il est important de garder a I'esquié les particules allongées sont flexibles, ddeyur
confere une possibilité d’alignement dans le chatepcisaillement aux vitesses de cisaillement
élevees (Wolf et al., 2002 ; Norton & Frith, 2003).
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Viscosité relative

Contrainte de cisaillement (Pa)
Figure 38 : Viscosité relative de suspensions de différepisicules de gels de fraction volumique constamte
fonction de la contrainte de cisaillement. Les ismgu microscope montrent les trois types de péetade forme
sphérique, ovoide ou trés allongée (d'apres N&tbrth, 2001)

[11.1.3.3. Effet du cisaillement aprés la gélification

Sous I'application d’'un cisaillement a la suiteldegélification des gouttelettes dispersées, les
inclusions gélifiées peuvent s'agréger en des agséde plus grande taille ou se rompre. La tadéke d
agrégats est contrélée a la fois par un choix gp@ale la vitesse de cisaillement, et des temps
relatifs de début de gélification et de cisailletn@acek et al., 2003 ; Foster et al., 1997).

[11.2. Gélification de mélanges protéines de lait / polysaharides en
présence d’'une séparation de phases
A la différence des déstabilisations dans les ngélamprotéines de lait / polysaccharides ou des
mécanismes de la formation des gels acides, la ioamsbn d’'une gélification acide en présence
d'une séparation de phases a fait I'objet de mal&udes dans la littérature. En effet, la
transformation du lait en gel est accompagnée éunsemble de changements physico-chimiques
responsables d’'une complexité supplémentaire, ttmmoent une solubilisation du phosphate de
calcium ainsi qu'une modification de la charge etld structure micellaire (paragraph2 de ce

chapitre).
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[11.2.1. Propriétés des gels acides en présence d'une sépimade phases

De la méme maniere que dans le cas des mélangémprode lait / polysaccharides en milieu
non acidifié, une classification entre les poly$acles neutres et chargés peut étre effectuée
(Figure 19) (Everett & McLeod, 2005).

I11.2.1.1. Gélification acide des mélanges protéines de |ailysaccharides neutres

Quel que soit le pH du milieu, les polysaccharidestres tels que les galactomannanes ou les
B-glucanes ne sont pas capables de s’associer eveaidelles de caséines (Tableau 3 et Tableau 6).
Il s’ensuit qu'un phénomene de déplétion-floculatientre les protéines et les polysaccharides

intervient, y compris lors de I'acidification.

Tableau 6: Récapitulatif des principales études effectusesles mélanges polysaccharides neutres / pretéiae
lait en milieu acidifié. Le type de phénoméne astreé tel que décrit par les auteurs.

. . Conditions (méthode ] . o
Polysaccharide Protéine d’acidification, pH du gel, Phénoméne Références
température d’acidification)

Guar
Lait écrémé Ferments, pH 4,25, 309C  Déplétiontflatton Everettszol\écheod,
Caroube
GDL, pH 4,6, 42°C Déplétion-floculation ~ Sancheaket 2000
Lait ecreme Ferments, pH 4,25, 30°C  Déplétion-floculation Everet';(&)LOl\écheod,
Caseinatesde | 5ny oHa6 10°C Incompatibilite | 5o o il et al., 2009
sodium thermodynamique
B-glucanes
Lait écrémé Ferments. pH 4.5. 42°C Incompatibilité Vasiljevic et al.,
P PR A, " thermodynamique 2007
Incompatibilité
o R thermodynamique Lazaridou et al.,
Lait écrémé GDL, pH 4,8, 42°C (déplétion- 2008
floculation)

Sur la base d’observations microscopiques et demeeshéologiques, Sanchez et al. (2000) et
Everett & McLeod (2005) ont montré que l'ajout dmbfes concentrations en caroube ou guar
(jusqu’a 0,1%) induit une structure spongieuse tituge d’agrégats protéiques compacts (Figure 39),
aboutissant a une augmentation de la synéréserat diminution de la viscosité aprés brassage. La
microstructure qui en résulte serait a I'originerdéquilibre entre I'agrégation des protéines tes
la diminution de pH et les effets d’exclusion déuvoe provoqués par la floculation par déplétion des

micelles de caséines (Sanchez et al., 2000).
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Figure 39: Images obtenues en microscopie optique a cdatdesphase (a, b, ¢) et en microscopie électrenigu
balayage (d, e, f) de gels laitiers a base deélaiémé a pH 4,6 enrichis en caroube a (a et d1®%Q0(b et e)
0,02% ; (c et f) 0,1%. Les agrégats protéiques ragsent en clair. Les barres représentent 40 paprés Sanchez
et al., 2000)

A des concentrations en polysaccharides élevéssagtégats protéiques compacts sont pi€égés
dans une phase continue enrichie en polysacchafitiesett & McLeod, 2005 ; Perrechil et al.,
2009). Ainsi, lI'incorporation de 0,5% de guar ou2% dep-glucanes empécherait la formation d’'un
réseau protéique tel que présent dans les gelsrdaidcides classiques, en interférant avec le
processus d'agrégation des micelles de caséines Emacas particulier, les propriétés rhéologiques
du systeme sont proches de celles d’'une solutioichém en polysaccharides (Everett & McLeod,
2005 ; Perrechil et al., 2009 ; Lazaridou et 808).

[11.2.1.2. Gélification acide des mélanges protéines de |ailysaccharides chargés

Malgré un phénomeéne de déplétion-floculation duoiir la majorité des mélanges protéines
de lait/ polysaccharides chargés constaté au phhit§6,7), de nombreux auteurs observent des
phénoménes d’association entre les deux composggila gélification acide conduit le systeme a

un pH situé en dessous du point isoélectrique d#géipes (Tableau 7).
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Tableau 7: Récapitulatif des principales études effectisasies mélanges polysaccharides chargés / pretéime
lait en milieu acidifié. Le type de phénoméne astreé tel que décrit par les auteurs.

Conditions (méthode
Polysaccharide Protéine | d'acidification, pH du gel, Phénoméne Références
température
d’acidification)
Xanthane Densité de charges : 0,25 mol / mol de monosaabhari
GDL, pH 4,6, 40°C Déplétion-floculation Aichingera., 2007
Lait Ferments, pH 4,25, Déplétion-floculation Everett & McLeod,
écrémé 30°C P 2005
GDL, pH 4,6, 42°C Interactions non spécifiques Saacet al., 2000
HCI, pH 2,7, 37°C Interactions électrostatiques &kt al., 2009
HCI, pH 4,2, 37°C Agre?(f‘;'og:iz rftiﬁzates e Kobori et al., 2009
Caséinates ong —
de sodium Réseau principal de
GDL, pH 4,6, 10°C caselna'tes avec inclusions Braga & Cunha, 2004
de molécules de xanthane
regroupées
Gellane Densité de charges : 0,25 mol / mol de monosaathari
Caséinates R . . . Franco Picone &
de sodium GDL, pH 4, 10°C Interactions électrostatiques Cunha, 2010
Pectines Densité de charges : pectines HM : 0,3 ; LM : 0v&8 / mol de monosaccharide
HCI 5 mol.L* . Maroziene & de Kruif
0 1 1
HM (DE 73%) pH 5.3 Adsorption 2000
GDL, pH 4,6, 25°C Complexation Harte et al., 2007
LM Ferments, pH 4,25, Adsorption Everett & McLeod,
Lait 30°C P 2005
e HCI 5 mol.L* . Maroziene & de Kruif
0 1 1
LM (DE 35%) écréemé pH 5.3 Adsorption 2000
LMA (DE 35% et HCI 5 mol.L", Adsorption Maroziene & de Kruif,
amidé a 20%) pH 5,3 P 2000
0
LMA.(D,E‘ZSA’ et GDL, pH 4,6, 30°C Association Kouame et al., 201
amidé a 18%)
Acide citrique . Lo
0
HM (DE 68%) Caséinates 1 mol.L", pH < 6 Complexation Rediguieri et al., 200
LMA (DE 31% et | de sodium o . Matia-Merino et al.,
amidé a 17%) GDL, pH 4, 25°C Complexation 2004
EPS Densité de charges : variable
Non précisé . Laﬁ . Fermentf, pH 4.3, Déplétion-floculation Hassan et al., 2003
ecremé 40°C
Neutre (dextrane) . qut . Fermentf,, pH 4.6, Déplétion-floculation Mende et al., 2013
ecreme 37°C
Anionique linéaire| . Laﬁ . Fermentos, pH 4.6, Interactions électrostatiques Genteés et al., 201
ecremé 42°C
o Lait . I Girard & Schaffer-
Anionique PR Ferments Interactions associatives
ecréme Lequart, 2007
Anionique Caséinates HC1 0,01 mol.L, Interactions associatives Girard & Schatfer-
q > pH 4,5 Lequart, 2008
Carraghénane Densité de charges : kappa : 0,5 ; lambda : 1,5 mal de monosaccharide
Kappa Lait Ferments, pH 4.6, Interactions associatives Kalab & Emmons,
PP écrémé 44°C 1975
Lait Ferments, pH 4,25, . Everett & McLeod,
Lambda Gorémé 30°C Adsorption 2005
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111.2.1.2.1.Cas du xanthane

Etant donné la faible densité de charges du xaatbalta rigidité de sa chaine, les mécanismes
de déplétion-floculation observés pour les galaetamanes sembleraient, de prime abord, également
applicables au xanthane dans les gels laitierseadiverett & McLeod, 2005 ; Aichinger et al.,
2007). Cependant, une structure trés organiséefeous de fibres riches en particules de caséines a
été observée lors de I'ajout de 0,02% et 0,1% déheme (Figure 40) (Sanchez et al., 2000).

Figure 40: Images obtenues en microscopie optique a caatdesphase (a, b, c) et en microscopie électreniqu
balayage (d, e, f) de gels laitiers a base deél@iémé a pH 4,6 enrichis en xanthane a (a et @1%Q (b et
e) 0,02% ; (c et f) 0,1%. Les agrégats protéiqumzamissent en clair. Les barres représentent 4@Qdlapres
Sanchez et al., 2000)

L'origine de cette microstructure particuliere pautr étre liée a la combinaison de deux
phénoménes : un mécanisme de déplétion-floculasenproduisant avant acidification et des
interactions non spécifiques entre le xanthanegéhaégativement et les micelles de caséines, de
moins en moins chargées négativement au coursatégé d’acidification (Sanchez et al., 2000 ;
Laneuville et al., 2000). Par ailleurs, Kobori £t(2009) ont constaté la présence d'interactiorisee
les caséinates de sodium et le xanthane a pH 4s7leoa absence a pH 5,1 et 6,6 (Figure 41).
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pH 6,6 pH 5,1 pH 2,7

e s

‘ — Chaine de xanthane { O o Caséinate de sodium selon la charge

Figure 41: Représentation schématique des interactione &grcaséinates de sodium et le xanthane en dondti

pH. A pH 6,6, les caséinates sont faiblement aésamiix chaines de xanthane au moyen d’interadtimh®phobes.
A pH 5,1, une agrégation des caséinates le lontadaine de xanthane permet des interactions-ghiines.

A pH 2,7, les caséinates se chargent positiventesiagsocient au xanthane par des interactionsréstatiques. Les
couleurs des caséinates de sodium représentectideges électrostatiques en surface (bleu : chra¥gative ; gris :
charge neutre ; rouge : charge positive). La tailles petite des caséinates a pH 2,7 indique laiffoation des

protéines par I'acidification (d'aprés Kobori et a009)

Alors que les caséinates sont lies de maniéreiguilie au xanthane au travers d’interactions
hydrophobes a pH neutre, une structure fibrillasee forme a pH 2,7 suite & des interactions

associatives entre les deux composeés de chargeségsp(Kobori et al., 2009

[11.2.1.2.2.Cas des pectines

A travers son role dans la modification des chamges protéines, le pH est un facteur clé
responsable des interactions électrostatiques kestygrotéines et les pectines. Ainsi, 'adsorpties
pectines LM et HM est rendue possible lorsque legstinférieur a 5,3 (Maroziene & de Kruif,
2000 ; Tuinier et al., 2002), ce phénoméne agissamme une barriéere stérique a I'agrégation des
micelles de caséines. Comme illustré sur la Fig8eun phénomeéne de floculation par pontage suivi
d’'une déstabilisation par deéplétion-floculation dBtine stabilisation stérique se produit pour des
concentrations en pectines croissantes. Par &@jlel@s études rhéologiques mettent en évidence un
affaiblissement du gel lors de I'ajout de pectirges, peut aboutir & une absence de la connectivité
réseau protéique lorsque le recouvrement des méca#t caséines par les chaines de pectines ést tota
(Matia-Merino et al., 2004 ; Everett & McLeod, 2005

Contrairement aux pectines HM, la gélification deectines LM est induite par les ions
calcium. Au cours de l'acidification, une quant@gissante d’ions calcium migre des micelles de
caséines vers le lactosérum, se rendant ainsi mdtdpopour se lier a la pectine et assurer sa
gélification (Gaucheron et al., 2004 ; Harte et aD07 ; Arltoft et al., 2006). Ce réseau gélifié
supplémentaire contribue a une augmentation deerimeté du gel (Matia-Merino et al., 2004).
Finalement, le réseau tridimensionnel résultarévelde la combinaison des interactions caséines-

caseéines suite a leur gélification acide, des aut@ns pectines-pectines a travers leur liais@t d&
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calcium, ainsi que des complexes caséines-pectime¥s au cours de l'acidification (Figure 42)
(Matia-Merino & Singh, 2007 ; Harte et al., 2007).

pHE.8 pH 6.0 - pH 5.0 - 4.9 pH5.0-4.9 — 4.6
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Figure 42: Modele d'interaction entre les micelles de casgi(CM) et la pectine LM lors de I'acidification ¢hit
(d'aprés Harte et al., 2007)

[11.2.1.2.3.Cas des carraghénanes

Bien que trés étudiées dans les desserts laitensas, les interactions entre les carraghénanes
et les protéines de lait sont beaucoup moins aberd® sein des gels acides puisque les
carraghénanes sont hydrolysées par dépolymérisdgiden chaine osidique lorsque le pH diminue. Ce
polysaccharide n’est donc pas adapté a la fornamale gels acides. Cependant, il semble que la
complexation des carraghénanes avec la cagées micelles de caséines ayant lieu a pH neutre
apparait également apres gélification acide etrpgunéme s’accentuer a mesure que le pH décroit.
Une étude rhéologique des propriétés des gelssabidessés enrichis en lambda-carraghénane a mis
en évidence I'implication de mécanismes d’inte@awisimilaires a ceux de la pectine LM (Everett &
McLeod, 2005). Lorsque la concentration en lambataaghénane augmente, un phénoméne
d’adsorption, de deéplétion-floculation puis de disdition stérique partielle avec une faible
agrégation des caséines a lieu, sans toutefoigrarté’interactions carraghénane / carraghénane en
raison de la conformation pelote de la chaine @&ve& MclLeod, 2005). Par ailleurs, des
observations microscopiques de gels laitiers acdésnontré la formation de fibres longues et fines
connectées avec des agrégats de micelles de cat@imee I'ajout de kappa-carraghénane (Kalab &

Emmons, 1975), confirmant la présence d’interasti@associatives.

[11.2.2. Effet de la gélification sur la séparation de phasede mélanges protéines
de lait / polysaccharides

Aucune étude dans la littérature ne mentionne det efintensification du phénoméne de
séparation de phases lors de la gélification agdeteprotéines de lait. Toutefois, il est probahle q
'augmentation de la taille des micelles de caseina cours de leur gélification accentue le

mécanisme de déplétion-floculation dans les mékpgeatéines / polysaccharides (Tan et al., 2007).
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Dans les mélanges mixtes de biopolymeres sujeid@d a une séparation de phases et a une
gélification, les vitesses relatives de ces deugnéments contribuent aux macrostructures et
microstructures finales. En effet, les phénoméneséparation de phases sont susceptibles d’'étre
bloqués par la prise en gel de la phase protéigagefment thermique dans le cas des protéines
sériques, gélification acide ou présure dans le des micelles de caséines) ou de la phase
polysaccharidique si celui-ci est gélifiant. Unéesse de séparation de phases rapide diminue les
propriétés rhéologiques du gel, jusqu’'a empéchdormation du gel protéique et provoquer une
inversion de phases dans le cas d'un rapport pathsaides / protéines élevée (Rediguieri et al.,
2007 ; Everett & McLeod, 2005 ; Aichinger et alo0Z ; Acero Lopez et al., 2009 ; Perrechil et al.,
2009). En revanche, si a une concentration en aotymrides suffisamment faible, le procédé de
gélification se produit plus rapidement que le mésiae de séparation de phases, alors la gélificatio
fige le systeme dans les premiers stades de laagi&pade phases par une diminution importante puis
une suppression de la mobilité des molécules. fitt aboutit & une structure présentant une micro-
séparation de phases et contenant des inclusiongolgeaccharides dispersées dans un réseau
protéique continu (Perrechil et al., 2009 ; Aceopéz et al., 2009 ; Syrbe et al., 1998).

Dans le cas d'interactions entre les polysacchsraffergés et les protéines, la microstructure
dépend de la possibilité de complexation entrectaposants et donc de leur densité de charges
respective (de Jong et al., 2009 ; de Jong & vaVelde, 2007). Une complexité supplémentaire
intervient alors en raison de la migration du pabgharide chargé vers la phase protéique a mesure
gue le pH décroit. Lors d’'un mélange pectines HbAgéinates, une acidification lente aboutit a la
formation de particules sphériques, alors gu’elesdent leur sphéricité lorsque le pH chute
rapidement (Figure 43A) (Rediguieri et al., 200&. effet, la diffusion des molécules de pectines au
travers des deux phases puis leur adsorption sucdséinates nécessite un certain temps pour
s’établir. Par conséquent, seule une partie deSirzass est stabilisée par les pectines en conditio
d’acidification rapide. Cette situation se prodegialement lorsque la concentration en pectines n’es

pas suffisante pour stabiliser I'ensemble des nases (Figure 43B et C).
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Figure 43 : Images obtenues en microscopie confocale dengeétade pectines / caséinates a trois positions
différentes du diagramme de phases (A, B et C)ntaghapres acidification. Les barres représert@nim. Les
zones claires correspondent aux phases richescingpéd'aprés Rediguieri et al., 2007)

Une autre stratégie a permis également de moduhtdsse de gélification, en modifiant soit
la température d’acidification, soit la concentratien GDL de gels de protéines sériques obtenus
aprés acidification a froid d’agrégats prétraitésrmiquement (de Jong et al., 2009).

GDL constante T constante
T variable GDL variable
0,06+0,03
—
6°C pH/h pH 5,5
0,25+0,03
o —
37°C pH/h pH 4,3
160 pm

Figure 44 : Microstructure de gels mixtes de 3% d'isolatptetéines sériques et 0,1% de caroube obtenus a des
vitesses d’acidification équivalentes soit par rfiodtion de la température d’incubation (T), sait &angeant la
concentration en GDL (0,22 ou 0,36% p/p) (d'apedahg et al., 2009)

Pour une vitesse d’acidification donnée, des mionotures comparables sont mises en
évidence, et ce, quel que soit le procédé de fawit des gels utilisé (Figure 44). Partant de ce

constat, la morphologie du gel sera une conséquiggeinétiques relatives de séparation de phases
et de formation du gel.
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Chapitre 2 : Matériels et méthodes

|. FABRICATION DES GELS LAITIERS ENRICHIS EN POLYSACCHA RIDES

I.1. Les matieres premieres
[.1.1. Le lait

L’ensemble de I'étude a été mené sur du lait redossa partir de lait écrémé en poudre a
faible taux de dénaturation des protéines (« loat ke fourni par la société Ingredia (Arras, France
La composition chimique de cette poudre de laidesinée dans le Tableau 8. Afin de s’affranchir de
I'effet des variations saisonniéres de la compmsitu lait, un méme lot a été utilisé tout au ldeg

I'étude. La poudre a été conditionnée en sache®de et stockée a température ambiante.

Tableau 8: Composition chimique de la poudre de lait écrénfidw heat » Ingredia utilisée au cours de I'étude

Concentration
(9.kg™ de poudre)
Matiere seche 963
Cendres 75
Protéines 333
Lactose 555

[.1.2. Les polysaccharides

Les échantillons de guar Viscogum MP (Cargill, USA)e xanthane Satiaxane CX (Cargill,
USA) ont été utilisés sans étape de purificatiomglémentaire. Leur viscosité intrinseque respective
déterminée selon le protocole décrit au paragrdpBe de ce chapitre, est d’environ 12 et

70+ 10 dL.g* en solution dans 0,1 M NaCl.

Les solutions de guar et de xanthane ont été grépgnar dispersion sous agitation magnétique
des poudres dans de I'eau Millipore ultra pure sgnce de 0,1 M NaCl a 60°C pendant 30 min.

Un échantillon de kappa-carraghénane (Cargill, Bauprance) a été utilisé de facon
ponctuelle afin de valider des hypothéses de mseees d'interaction entre micelles de caséines et

polysaccharides. La viscosité intrinséque de cgsastharide est d’environ#70,4 dL.g* (Matignon,
2013).

Les caractéristiques physico-chimiques des trolgspocharides étudiés sont présentées dans
le Tableau 9.
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Tableau 9: Structure chimique et propriétés physico-chiregjdu guar, du xanthane et du kappa-carraghénane

Guar Xanthane Kappa-carraghénane
™ CH,0H - Hooon cn;uﬂu
oy b
H OH H (] CH0H /// HooH n -OBS OH
Structure e o/ jﬁ/ i
primaire i o v m®/ y
H/h 0— /O HO\H G Pithe coo OH OH
A 0—\OH HO H N T Y
H H 0 ¥ N (ol % Kon u
| CHQO“ e 0 } { L] } oﬂII
Chawla & Patil, 2010 Chawla & Patil, 2010 van dez\c/)g'ge etal,
Densité de
charges (mol
mol de 0 0,25 0,5
monosaccha-
ride)
Type de
groupements Carboxyles Sulfates
chargés
Viscosité
intrinseque de
" sehantiicn 11+ 2 70+ 10 7+0,4
(dL.gh

[.1.3. Les agents acidifiants

Deux agents acidifiants ont principalement étésdd pour la préparation des gels acides : la

gluconoé-lactone (GDL) et les ferments.

La gluconoé-lactone (GDL) est un précurseur d'acide qui, ellemiaqueux, se décompose
lentement en acide gluconique, ce qui conduit a acidification progressive du milieu. La GDL
utilisée se présente sous forme de poudre blanittalicsée, commercialisée par la société Sigma
Chemicals (St Louis, MO, USA).

Deux souches de ferments lactiques, constituésuohatune souche détreptococcus
thermophilus et d'une souche déactobacillus delbrueckiissp. bulgaricus ont été utilisées
ponctuellement pour comparer les résultats aver obtenus par acidification avec de la GDL. La
souche « Ferment 1 » était conditionnée sous fatenpellets congelés et la souche « Ferment 2 »,

sous forme lyophilisée. Ces deux souches étaienppmluctrices d’exopolysaccharides.
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[.2. Préparation des meélanges lait / polysaccharides

L’ensemble des concentrations de solutions de potysrides, de polysaccharides en mélange
dans le lait et de GDL ajoutée au mélange est mépen % p/p.

[.2.1. Reconstitution du lait

Le lait a été reconstitué a partir de la poudréadecréme « low heat » par dispersion pendant
1 h a température ambiante dans de I'eau purifi@de d’un passage a travers successivement une
résine a échange dions puis une membrane d’'osnebsenfin un systéme d’électrodialyse
(Elix 3, Millipore, France). La concentration erof#ines de lait était de 46 gkgce qui correspond
a un lait « poudré » tel qu'utilisé pour la fabtioa des yaourts « maigres » permettant ainsi
d’augmenter la force du gel acide obtenu aprédsfaeition tout en limitant la synérese. Le lait sin
reconstitué a ensuite été stocké a 4°C pendanhwihele maniére a assurer une bonne réhydratation

de la poudre et un équilibrage des ions.

[.2.2. Traitement thermique du lait

Le lait a éteé traité thermiquement & 80°C pendamirva I'aide d’'un bain-marie sous agitation
magnétique. Le taux de dénaturation des protéiri@spas été évalué, toutefois le traitement
thermique a été réalisé de maniéere standardisémietsuffisant pour renforcer le réseau protéique.
Aprés traitement thermique, le lait a été refraldns un bain d’eau froide jusqu'a la température

souhaitée.

[.2.3. Solubilisation des polysaccharides

Les mélanges lait / polysaccharides ont été ré&aéséncorporant la poudre de polysaccharides
dans le lait préalablement chauffé a 60°C sousagitation magnétique d’environ 700 rpm pendant
30 min. La température de mélange a été déterndpémaniére a permettre la solubilisation des
polysaccharides quels que soient la concentratitmtgpe de polysaccharides utilisé tout en limtita
la dénaturation des protéines du lactosérum dureite étape. Aprés solubilisation des
polysaccharides dans le lait, le mélange a étdidéfdans un bain d’eau froide sous agitation

magneétique jusqu’a la température d’acidification.
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I.3. Fabrication des gels acides

Dans le cadre de cette étude, le terme de « m@re-g été utilisé pour désigner les
gouttelettes enrichies en protéines apres leufigglon acide, obtenues par séparation de phases d
systemes enrichis en guar. Les « filaments » séfmid comme des micro-gels trés allongés, d’'une

taille généralement comprise entre 100 et 400 pum.

Au sein des gels laitiers enrichis en xanthandeldme de « structure fibreuse » a été utilisé
pour désigner les micro-gels trés allongés obtgrawsun effet de compétition entre séparation de
phases et gélification, et aprés fracturation du fgame par I'étape de brassage. De maniére
complémentaire, les « complexes fibreux » obterarsapidification d’'un mélange lait / xanthane a
I'aide de HCl incluent la présence de xanthanecaurades structures gélifiées.

1.3.1. Acidification

Deux méthodes d’acidification ont principalemerg etilisées pour I'obtention des gels laitiers
acides : ajout de GDL ou de ferments lactiquessidification a l'aide de HCI ayant été utilisée
ponctuellement. L'acidification du lait par la GIplermet de garantir une meilleure reproductibilité e
de s’affranchir de la variabilité de I'activité hédenne. Cependant, les gels obtenus a l'aidedle G
ne sont pas identiques a ceux obtenus par voieeferine du fait, notamment, de I'absence totale

d'exopolysaccharide et de la non consommationaleda (Lucey et al., 1998).

1.3.1.1. Acidification a I'aide de GDL

La GDL a été ajoutée dans le lait ou le mélange lpolysaccharides préalablement chauffé a
la température d’acidification sous une agitatiomgnétique d’environ 700 rpm pendant 2 min afin
d’assurer sa dissolution. Le lait ou le mélange/lpblysaccharides additionné de GDL a ensuite été
réparti dans des flacons stériles étanches de 40VMIR, France) placés dans une étuve (Memmert,
France). La température d’acidification était dé@8ans la majorité des cas ; dans le cas contraire
ceci sera précisé lors de la description des @sutioncernés. Les cinétigues d’acidification étaie
fortement dépendantes de la concentration en GDki ajue de la température. En effet, des
concentrations ou températures croissantes enttaimee hydrolyse de la GDL plus rapide.
L’acidification était considérée comme terminéestpre le pH de 4,6 était atteint. Le systéme était

ensuite refroidi rapidement dans un bain d’eaud&afin de limiter toute post-acidification.
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1.3.1.2. Acidification a l'aide de ferments

L’ensemencement a été effectué dans le lait ouelamge lait / polysaccharides a 43°C au taux
de 200g/1000L pour la souche « Ferments 1 » et AWWOL pour la souche « Ferment 2 ». Le lait
ou le mélange lait / polysaccharides a ensuiteégarti dans des flacons stériles étanches de 40 mL
(VWR, France) placés dans une étuve (Memmert, Ejadnd3°C. Lors de certaines expériences, une
agitation magnétique a été appliqguée a 700 rpmr@mdans le flacon placé dans un bain-marie a
43°C pendant la diminution du pH et jusqu’a I'oltten du pH souhaité. Le mélange a ensuite été
réparti dans les flacons et mis dans une étuvé@ f@3qu’a I'obtention du pH 4,6. La fermentation a
été considérée comme étant terminée lorsque landtion de pH devenait lente aux environs de
pH 4,6.

1.3.1.3. Acidification a I'aide de HCI

Préalablement a son acidification par un ajout @, te lait enrichi en polysaccharides a été
dilué & 1/16™a l'aide d’eau a 0,1 M NacCl, qui correspond adeé ionique du lait. Afin d’assurer
une répartition homogene de l'acide ajouté, unile@saent de 100 a 500 rpm selon les expériences a
systématiquement été appliqué. L’acide chlorhydriquété ajouté en petite quantité et a différentes
concentrations (de 0,05 & 1 mot)ldans une quantité de 30 mL de lait enrichi eysadcharides et
sous agitation mécanique de maniere a ce que lpuy$e s’équilibrer dans le milieu entre deux

ajouts successifs.

[.3.2. Brassage des gels fermes acides

Aprés refroidissement a 20°C dans un bain d’eaiddrpendant 1 h, les gels ont été cisaillés.
Pour la fabrication des gels acides brassés, uail@e a été effectué a l'aide d'un test de rétro-
extrusion. Une sonde s’enfonce dans le produitZan®n.s' sur une profondeur de 30 mm. Le
cisaillement du gel généré dans I'espace annukiiteé entre le bord du flacon de 2,7 cm de diagnetr
et la sonde de 2 cm de diameétre, a permis une reugtossiére du gel, réalisée de maniére
parfaitement standardisée. Ensuite, le gel a &iésgoavec un débit de 380 mL.rhia l'aide d’'une
pompe péristaltigue (Masterfléx Cole Parmer, Vernon Hills, USA) a travers deuyatix en
plastique successifs (40 cm de longueur et 7 mdiateetre interne ; 100 cm de longueur et 3 mm de
diamétre interne) munis d’'un filtre d’une taille peres de 500 um dans la partie terminale. Il est a
noter que le filtre n'a pas pu étre utilisé pourt@i@s gels présentant des structures fibrillades

taille trop élevée. Pour ces gels, I'étape de bigessa consisté en un passage au travers des deux
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tuyaux successifs mais sans I'ajout de filtre ;i smra précisé lors de la description des résultats

lorsque que tel aura été le cas. Les gels brass@&nsuite été conservés un jour a 4°C avant amalys

II. CARACTERISATION DES MELANGES ET DES GELS ACIDES ENRI CHIS EN
POLYSACCHARIDES PAR DES METHODES INSTRUMENTALES

[I.1. Comportement de séparation de phases dans les mé&jes lait /
polysaccharides en milieux neutres et acidifiés

Une technique reposant sur la diffusion multiplel@dumiere a été utilisée pour suivre les
phénoménes de séparation de phases et de fornaatigel. L’étude a été menée a l'aide de deux
appareils, le Turbiscan Classiet le Turbiscan Lab Expér{Formulaction, Toulouse, France) qui
réalisent des mesures optiques basées sur I'anddykedispersion des photons au sein d’un produit

contenu dans une cellule de verre cylindrique.

L’'organe central des analyseurs optiques est k& dét lecture : elle effectue un balayage
vertical de I'échantillon (jusqu’a 80 mm pour lerbiscan Classicet 55 mm pour le Turbiscan Lab
Expert) avec une diode électroluminescente dans le prodh&rouge (850 nm). Une mesure est
effectuée tous les 40 um gréace a deux détecteunegpivent les photons transmis et rétrodiffusés
par I'échantillon, au travers de deux fentes plaag&spectivement a 180° et 45° du rayon incident.
Les courbes obtenues donnent les flux lumineuxatesinission et de rétrodiffusion en fonction de la
hauteur de I'échantillon (en mm) exprimés en pouage par rapport a des références internes a
I'appareil (étalon d’huile de silicone pour la mesule la transmission, tube en téflon pour la
rétrodiffusion) (Figure 45).

Hauteur (mm)

Source de Rétrodiffusion
lumiéere /

P
Lumiere Intensité (%)
rétrodiffusée

Figure 45 Principe d'analyse du Turbiscan Lab Expest du Turbiscan Classic
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Les intensités des lumiéres rétrodiffusées et tnéges par I'échantillon dépendent de trois
parametres : le diametre des particules, leur cdratéon et I'indice de réfraction relatif entresle
phases dispersée et continue. Ainsi, un changemi&né une variation de taille (floculation,
coalescence) ou une variation locale de la conaortr (phénomenes migratoires : sédimentation,

crémage) sont détectés par les capteurs optiques.

Présentant la possibilité d'étre thermorégulé dea2B0°C, le Turbiscan Lab Expera été
utilisé pour I'analyse des cinétiques de séparatienphases ayant lieu dans les mélanges lait /
polysaccharides et le suivi de la gélification dets acides. Le comportement des mélanges lait /
polysaccharides a été observé a température ctmgtda 25 a 60°C) au cours du temps dans des
tubes en verre de diametre 2,3 cm (20 g d’échanjilbendant 1 h. Dans le cas des meélanges
additionnés de GDL, la gélification a eu lieu iusdans I'appareil préalablement chauffé a la

température d’acidification jusqu’a I'obtention gH 4,6.

Les analyses réalisées a l'aide du Turbiscan Classit permis de calculer les hauteurs
relatives (hauteur de sédiment ou de surnageapor&e a la hauteur totale) a partir des courbes de
rétrodiffusion et de transmission obtenues poursietémes mixtes acidifies ou non. Aprés avoir
laissé les mélanges lait / polysaccharides au réaos un bain a sec thermorégulé a une température
donnée pendant 4 h, les tubes ont été conservésuitng 4°C avant analyse. Les gels fermes acides
ont été fabriqués dans les tubes in situ jusqoBténtion du pH 4,6, conservés a 4°C puis anayses

J+1 aprés fabrication.

[1.2. Mesure du pH

La mesure du pH a été réalisée directement lortadermation du gel en étuve avec un
pHmetre Consort D130 (Turnhout, Belgique) relié i ardinateur. Le pHmetre a été calibré
régulierement au moyen des solutions tampon pH &, @M 4,00. Les mesures de pH ont permis de

suivre les cinétiques d’acidification aprés ajoet@DL ou de ferments lactiques (Figure 46).
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Figure 46 : Evolution du pH au cours de l'acidification &#@3d'un lait écrémé a 46 g/kg de protéines partajeu
1,5% de GDL (ligne pleine) ou de ferments lactiqué®rment 1 » au taux de 200g/1000L (ligne entjliéis). Les
barres d’erreur représentées correspondent a dagesaéalisées en triple sur des échantillonéréifits.

[1.3. Mesures rhéologiques

La caractérisation rhéologique des mélanges laatysaccharides et des gels acides brasseés a
été realisée aux grandes déformations pour caisetdes propriétés d’écoulement, ainsi qu’aux

petites déformations, afin de caractériser lesnEtds viscoélastiques.

[1.3.1. Propriétés d’écoulement

Les mesures rhéologiques en écoulement permetétablir la relation entre la contrainte et la
vitesse de cisaillement en régime laminaire. Laosgé apparente est définie comme le rapport entre

la contrainte de cisaillement et la vitesse deil@saent :

n=- Eqg. 3
4

ou o est la contrainte de cisaillement (Payela vitesse de cisaillement’js

Le rhéometre MCR 301 (Anton Paar, Autriche) piletécontrainte et équipé d’'une géométrie a
double entrefer (Figure 47a) a été utilisé pour urasles propriétés d’écoulement du lait, des
solutions de polysaccharides ainsi que des meélatmed guar. Le Carri-Med CSL2100 (TA
Instruments, UK) piloté en contrainte et muni d’ugp&ométrie cone-plan (6 cm de diamétre, 4°

d’angle, 106 um de troncature) (Figure 47b) a &lis@ pour caractériser les mélanges lait / xamtha
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et les yaourts brassés enrichis en micro-gels. Pesirdeux rhéometres utilisés, une courbe
d’écoulement a été réalisée de 1 & Ib@s 7,5 min & 43°C en utilisant une boucle de @i

contrainte-vitesse de cisaillement.

0,422 mm
Figure 47 : Représentation schématique des géométriesd@)tdle entrefer (MCR 301) et (b) cbne-plan (CargeM

CSL2100)

[1.3.2. Détermination de la viscosité intrinseque des polgscharides

La viscosité intrinseque des chaines de guar radhane a été determinée a différentes forces
ioniques (de 0 a 0,3 M NaCl) a 43°C a pH 6,8 parmdesures de viscosimétrie en milieu dilué. Cette
grandeur refléte le volume hydrodynamique occupéupa unité de masse de I'espéce étudiée et est
définie pour un solvant et une température donkfls. est déterminée par une extrapolation a

dilution infinie de la viscosité spécifique reduifg/C :

e _ s
[”]_Ic”ﬂ) n,.C =im C Ea. 4
avec 1y, = ,7,;’70 Eq. 5
0

ou C est la concentration en polymeéres (ghiL la viscosité de la solution (Pa.s) la

viscosité du solvant (Pa.g)s, la viscosité spécifique (sans unité).

L’équation de Huggins est appliquée aux résultatsrus (Eq. 6) :

Equation de Huggins% =[n]+ A0l C Eq. 6

avech, la constante de Huggins. Pour un bon solvant, 0,3 4.
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L’appareil de mesure utilisé était un rhéometre MER (Anton Paar, Autriche) équipé d’'une
géométrie a double entrefer (Figure 47a) qui pitastefavantage d’apporter une sensibilité adaptée
aux produits de faible viscosité. La viscosité@addterminée en effectuant un balayage en vitesse d
cisaillement de 10 & 500'sLa viscosité spécifique a été calculée a pagir vhleurs de la viscosité
prises dans le plateau Newtonien, en faisant ungenm® sur trois valeurs de viscosité pour chaque
concentration en polymeres. A titre d’'exemple, smportement Newtonien a été relevé pour des
concentrations comprises entre 0,0025 et 0,0015 gpdur le xanthane et entre 0,03 et 0,075 ¢.dL
pour le guar. Ensuite, la viscosité intrinsequegdiar a été estimée en extrapolant la régression

linéaire correspondant a I'équation de Hugginsricentration nulle (Figure 48a).

a 20 T b ::: 2,0 — T T T T 1
. ® Eqg.n’l
18 i =
e =] 1,54 4
o T
'c_ji 16 . §
O a; 1,04 _
T 144 - g ]
= y=113x+ 115 3 y=72x
R2=0,97 £ R?=0,99
£0,5- -
124 N % y=55x
o R?=0,97
10 T T T T v T v T v E— 0,0 T T T T T T T T T
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 ;o o0 02 04 06 08 1,0
=

Concentration en guar (g.dL™) Concentration en xanthane C*10° (g.dL™)

Figure 48: Détermination de la viscosité intrinséque dam$ehu distillée a 0,1 M NaCl a 43°C (a) du guéindle

de I'’équation de Huggins et (b) du xanthane a pdes trois équations de Tanglertpaibul et Rao ¢atpaibul &
Rao, 1987)

La relation non linéaire entre% et la concentration en xanthane a rendu impossible

détermination de la viscosité intrinséque par @diaion. En effet, les polysaccharides non chargés
tels que le guar présentent une pente linéairai€ig8a) alors qu’une forte augmentation de lagent
aux faibles concentrations apparait pour les poblsaides chargés comme le xanthane. Cette
spécificité serait due a la répulsion électrostegtigntre les segments de chaine (Higiro et al.7)200
Dans ce cas, trois équations données par Tanglarta Rao (1987) ont été utilisées (Eq. 7, Eqt 8
Eq. 9) (Figure 48b).
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Equation de Tanglertpaibul et Rao n°—ﬁ =1+ [/7]C Eq. 7
0
Equation de Tanglertpaibul et Rao n°2: = g1 Eq. 8
o
, . i 1
Equation de Tanglertpaibul et Rao n°3= =——— Eq. 9
1o 1-[n]C

[1.3.3. Mesure des propriétés viscoélastiques en régime dymique

Afin de déterminer les propriétés viscoélastiquess dolutions de polysaccharides, des
mélanges lait / polysaccharides et des gels abtidessés enrichis en polysaccharides, des mesures en
régime dynamique ont été réalisées sur chaque @éiranCes mesures sont non destructives et

déterminées aux petites déformations, dans le dwnthds propriétés linéaires.

L’essai harmonique consiste a appliquer au syst@éneedéformationy*(t) ou une contrainte

o*(t), fonctions sinusoidales du temps, de pulsatidfrigure 49).

Y(t) = Yo.COS(ut) Eg. 10
La contrainte associée est alors de la forme :
o(t) = 0p.cos(ut + &) Eq. 11
ou & désigne l'angle de déphasage entre la déformatida contrainte (appelé également

angle de perte)y, et 6o sont respectivement les amplitudes maximales d#larmation et de la

contrainte.

----- Déformation imposée
A . 7
A, RS — Contrainte résultante

o
/
v

e
ae?

Figure 49: Principe des mesures en régime dynamique
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Elles permettent d’accéder a G’ et G”, composanéedie et imaginaire du module complexe :

*
Gr =2 =GH+iG"=/G2+G™? Eq. 12

y*
. - JO
avec :G'= (—)cosd Eq. 13
Yo
G"=(22)sing Eq. 14
Yo

G’, module conservatif, traduit la composante éjast du milieu ;

G”, module dissipatif, prend en compte la dissipatd’énergie au sein du milieu et est relatif

au caractere visqueux.

La tangente de I'angle de déphasage ou angle de, p@nd, traduit la part respective de ces

deux composantes et donc les propriétés viscafl@stidu matériau :

tand = Sk Eqg. 15
G
Pour une fréquence donnée, la linéarité des piégriést classiguement vérifiée en faisant
varier 'amplitude du signal imposéo(ou cp) et en observant I'évolution de G’ et G” qui rest
constants dans le domaine linéaire.

Le spectre mécanique peut étre obtenu en faisaier Va fréquence dans le domaine linéaire. Il
permet de caractériser le comportement viscoélastily milieu et renseigne sur sa structure puisque
G* dépend des mouvements des segments de chaindsgnégats et de la durée de vie des

enchevétrements.

Les mesures ont été réalisées avec le rhéométreNG=dt CSL2100 (TA Instruments, UK)
équipé d’'une géomeétrie cone-plan (6 cm de diamétrd,angle, 106 um de troncature) (Figure 47b).
Un balayage en fréquence de 0,01 a 100 Hz a é¢etedf a 4°C en imposant une contrainte
permettant de rester dans le domaine linéaire. dldefu 10 présente les amplitudes de contrainte
imposées lors des mesures en régime dynamique difbérents types de structures de systemes

laitiers mixtes neutres ou acidifiés et permettinse situer dans le domaine linéaire.
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Tableau 10: Contrainte imposée lors des mesures en régimandigjue permettant de se situer dans le domaine
linéaire. Les concentrations en polysaccharidemegant d’obtenir ces structures sont donnéegaititlicatif et
dépendent notamment des conditions de procédsgdutili

Type d’échantillon Concentrat.ion en _Contrainte
polysaccharides (%) | imposée (Pa)

Lait 0
Lait enrichi en xanthane 0-0,25 0.03
Micro-gels sphériques a Iégerement allongés diggatans une phase <0,35 '
continue riche en guar
Micro-gels sphériques dispersés dans une phasegemiche en guar| 0,4-0,5 0,1
Longs filaments enchevétrés dispersés dans une gbasinue riche 0.15-0.3
en guar ’ ' 1
Gel protéique sans polysaccharides 0
Gel protéique peu enrichi en guar <0,1
Micro-gels dispersés dans une phase continue ech@&nthane <>O(')OO38%U 1410
Micro-gels dispersés dans une phase continue ech@nthane 0,05 50

Lors des tests en écoulement et en régime dynamigéa&it essentiel de s’assurer que les
systemes étudiés ne sédimentent pas de manieibleadens I'entrefer pendant la mesure. Sachant
gue les temps de mesure des tests en écoulemamtghamique ont été respectivement inférieurs a
20 min et 15 min, la hauteur de sédiment s'étaniné® dans le bas du tube de Turbiscan a été
évaluée au terme de ce temps. A titre d’exemplkaideur de sédiment du mélange de lait enrichi a
0,3% de guar représente moins de 1% de la hauitale aprés 15 min a 43°C. De méme, pour les
particules d’'un gel brassé enrichi en guar a 0,8%cHlifié a I'aide de GDL a 1,5%, la hauteur de
sédiment est inférieure a 2% de la hauteur totaldire de mesure en régime dynamique. Par
conséquent, la décantation des particules lora aeelsure a été considérée comme négligeable pour

ces deux systemes.

[I.4. Observation des systémes par microscopie
[1.4.1. Microscopie optique et a épifluorescence

La microscopie a épifluorescence est une technitjlisant un microscope optique qui permet,
grace a un marquage spécifique, de visualiser unplasieurs composés fluorescents. Pour
fonctionner en fluorescence, le microscope comprerasource lumineuse adéquate constituée d'une
lampe a vapeur de mercure dont le spectre estlpoly@mtique. Des filtres d'excitation permettent de
choisir la longueur d'onde incidente. Ce faiscestueasuite réfléchi vers I'échantillon par un nmiroi

dichroique et le rayonnement émis par I'échantilsinsélectionné par un filtre barriére.
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Les images de microscopie en fluorescence ont éalisées avec un microscope optique
Olympus BX51 (Olympus America, Lake Success, NY)igg d’'une lampe a vapeur de mercure

(Olympus, France) avec un objectif x10.

Le marquage a été réalisé a I'aide d'une solutorodge de Nil solubilisé dans 0,1% d’acétone
(longueur d’'onde d’excitation de 553 nm) ajoutéeectement dans les gels acides brasses, de
maniére & obtenir une concentration en fluorochrome2,5 pL.¢ d’échantillon. Une aliquote de
chaque échantillon a été disposée entre lame atllarat laissée pendant 30 min a température

ambiante pour permettre la diffusion du marqueur.

Les dimensions géomeétriques des gels acides brasgélis en polysaccharides présentant des
structures gélifiées dispersées dans une phasmweniche en polysaccharides ont été quantifiées
par analyse d'images. Les images ont été obtenliesgda du microscope optique Olympus BX51
(Olympus America, Lake Success, NY) et une attentiarticuliére a été prise a ne pas endommager
les particules lors de la préparation des lamelles.particules ont été mesurées manuellement, d’ou
un nombre limité de particules analysées (10 pdesc pour chaque échantillon). Selon
'agrandissement de I'image, la plus petite dimensies particules mesurée a été de 15 um. Pour
chaque particule, la longuebret la largeut ont été déterminéek,etl correspondant respectivement
a la plus grande et la plus petite ligne droitersijoe la largeul n'était pas constante sur toute la
longueur de la particule, une moyenne a été ekectBour la caractérisation de la forme, le rapport

de la longueut sur la largeut a également été calculé.

[1.4.2. Microscopie confocale a balayage laser

La microscopie confocale a balayage laser (MCBLuae technique qui améliore la résolution
de la microscopie optique et a permis, par fixatde marqueurs fluorescents spécifiques, de

visualiser les protéines du lait ou des gels acides

La lumiere, apportée sous forme d’'un rayonnemesdria une longueur d’onde donnée, est
focalisée sur une zone d'un plan donné de I'échamti appelé plan focal. La présence d'un
diaphragme permet de bloquer I'émission de fluanese provenant des autres plans de I'échantillon.
La lumiere émise par les marqueurs fluorescentfilese en fonction de leur longueur d’onde, puis
détectée par des photomultiplicateurs qui transéotme signal lumineux en signal électrique.
L’image est ainsi construite point par point palapage (X, Y) du champ analysé a l'aide des miroirs
de déflection de la source lumineuse. Des obsen&Buivant I'axe Z permettent de renseigner sur la

structure tridimensionnelle de I'échantillon enesppsant les images obtenues (Figure 51).
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Les images de MCBL ont été réalisées avec un ntopes inversé Leica TCS SP2 AOBS
(Leica, Allemagne) équipé de trois lasers regrotganraies : 458, 476, 488, 514, 543 et 633 nm.
Pour les observations, les objectifs de grossisseri® et x40 a immersion dans I'eau ont été
utilisés.

Controler la température et la hauteur d’échamtibmtre lame et lamelle s’avére primordial
pour observer les mélanges lait / polysaccharietgaius particulierement pour suivre la séparatien
phases dans ces systéemes. Ainsi, une cellule diglifn adaptée a la microscopie confocale, la
cellule RheOptiCAD (CAD Instruments, France) (Boitte et al., 2013§ta utilisée. Cette cellule a
été usinée de facon a s’adapter sur le bati duostope inversé utilisé tel que le porte-échantillon

classique (Figure 50).

Figure 50 : Photographie de la cellule RheOptiCAPositionnée sur le microscope confocal (Boittalgt2013)

Deux fonctions de la cellule ont permis une obd@rmamaitrisée des systéemes :

— le contréle de la température : un systeme Pettenbiné a la cellule d’observation
permet de chauffer par le plateau supérieur I'étham a observer. Par ailleurs, I'insertion d’'une
sonde de température dans I'épaisseur du bati isupépermet son enregistrement lors des

observations.

- le contrGle de I'entrefer : dans le cas de systgmé&sentant une séparation de phases, il
est important de pouvoir fixer une valeur d’entrefle maniére a se localiser en Z de maniére @écis
et reproductible au sein de I'’échantillon et eresudt comparer différents échantillons entre eux. Le
contrble de I'entrefer est réalisé au moyen d’'urtemodont la résolution du pas est au micron pres.
Par ailleurs, la planéité des deux lamelles emsguelles se trouve I'échantillon est assurée par u

systeme a dépression par aspiration via une poraie §Figure 51).
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Z Coupe en Z
Lamelle supérieure

Coupe en X, Y

Lamelle inférieure

MCBL|

Figure 51: Représentation schématique du dispositif d'oleern des échantillons entre les deux lamelles

Les protéines ont été marquées par diffusion dui@hl549 dont les maxima d’excitation et
d’émission se situent respectivement a 562 et 580Le DyLight 549 se fixe de fagon covalente aux
protéines de lait. Le marquage des protéines eéatisé par ajout direct de 20 pL de marqueur dans
1 g d’échantillon de lait ou de gel acide brassé&hknen polysaccharides.

I1.4.2.1. Observation des mélanges lait / polysaccharides

La cellule d’'observation RheOptiCADa été utilisée pour visualiser les mélanges lgitarr et
lait / xanthane : une température de 43°C et urefamtentre les deux lamelles de 3 mm ont ainsi été
appliqués lors de I'observation (Figure 51). Lesgies ont été prises immédiatement apres le dépot

de I'échantillon entre les lamelles, de fagon atémles effets de coalescence et de sédimentation.

Le mélange lait / kappa-carraghénane a été déepuee lame et lamelle avec un écarteur de
250 um d’épaisseur. L'observation a été faite gptature ambiante (20°C), de maniére a se situer

en dessous de la température de gélification dpakaprraghénane.
I1.4.2.2.Suivi de la séparation de phases de mélanges gadr/ en début de
gélification
Pour suivre les phénoménes de séparation de ptiasese mélange lait / guar, le mode XYZ a
été choisi, de maniere a sonder I'échantillon dessrois dimensions. Ainsi, une série d'imageZen

a été enregistrée par un balayage du bas versiielbd' échantillon a différents temps afin de seiv

I'évolution des systemes.

Avant observation, les meélanges lait / guar ontaélditionnés de GDL a 1,5% a température
ambiante. Ensuite, I'échantillon a été déposé darcllule d’observation RheOptiCADentre les
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lamelles dont l'entrefer a été fixé a 3 mm. Deuxnpératures ont été appliquées lors des
observations : 43°C et 60°C. Les systemes onthitéreés immédiatement apres leur mise en place,
afin de limiter I'évolution des mélanges avant gisgement des images, puis au cours de leur

évolution.

11.4.2.3. Observation des gels acides brassés enrichis gegooharides

Les gels brassés enrichis en polysaccharides éntléjgosés entre lame et lamelle avec un
écarteur de 250 um d’épaisseur, de maniére a d\éteasement de I'échantillon. Les observations
ont été réalisées a température ambiante, apréslassé diffuser le marqueur dans I'échantillon

pendant 30 min environ.

[I.5. Autres caractérisations
[1.5.1. Mesure du potentiel z&ta de solutions de polysacafides

Le potentiel z&ta est la charge de la surface dedahe d’hydratation qu’une particule acquiert
lorsqu’elle est mise en solution. Par conséquémte icorrespond pas au potentiel de surface de la
particule, mais a la charge de la particule enysteppar une double enveloppe ionique. La mesure
du potentiel zéta est basée sur une mesure deekseides particules chargées soumises a un champ
électrique. La mobilité électrophorétique corregfaont a la vitesse divisée par l'intensité du champ

électrique, est d’autant plus élévée que le paknéita des particules est élevé en valeur absolue.

La mesure du potentiel zéta a été réalisée a ldudEetasizer NanoZS (Malvern Instruments,
Ldt, UK). Les solutions de guar et de xanthane0d%, dans 0, 0,1 ou 0,3 M NaCl ont été analysées

sans dilution préalable, le signal étant de bonradite.

[1.5.2. Etude des interactions protéines de lait / polysabarides par une méthode
spectrophotométrique

Les interactions entre les protéines de lait eerdi polysaccharides neutres ou chargés
négativement ont été étudiees en utilisant une edéttspectrophotométrique a l'aide du bleu de
méthyléne. En solution aqueuse, le bleu de méthyléolorant chargé positivement, présente un pic
maximal d’absorption a 664 nm et un épaulementCrdi (Gurov et al., 1988 ; Tafulo et al., 2009).
Dans le cas d'interactions associatives entre ku blle méthylene et une molécule chargée
négativement telle que certains polysaccharides,foiees impliguant des molécules d’eau et les

molécules de bleu de méthylene interviennent, éggunet de maintenir les plans cationiques du
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bleu de méthylene relativement proches les unsaadiees (Figure 52). L’orientation particuliére des
molécules de bleu de méthylene provoque une madtlifit du spectre d’absorption et la formation de
complexes métachromatiques a 554 nm. La possililitéeraction dépend de la conformation et de
la densité de charges de la molécule chargée mégmnt, mais également des conditions

environnementales telles que la force ionique dar@érature (Shirai et al., 1977).

H,
CH,OH C

H,
CH,OH ¢ 0SOAQ (

N 0,8 A - 0
Chaine de ‘( ( Q ' o’
carraghénane 8) OH 0S80,

OH mu \

H,C-H,C
I‘\—(I[ ‘CH,

[\ CH5CH;
CH
H,C

Complexe métachromatique

Molécule libre
Figure 52 : Représentation schématique des interactions ddeméthyléne / carraghénane (d’aprés Michon gt al.
2002)

Lorsque des protéines, interagissant de maniéxiatise avec des polysaccharides chargés
négativement, sont introduites dans un mélange ddeméthylene / polysaccharide anionique, une
compétition a lieu entre les plans cationiques léu de méthyléne et les protéines pour les groupes
chargés du polysaccharide. Par conséquent, leséimest se lient préférentiellement aux
polysaccharides, ce qui entraine la libération déaules de bleu de méthylene en solution et ainsi

une augmentation du pic d’absorption a 664 nm.
Les protocoles de préparation des échantillonsest desures spectrophotométriques sont
présentés dans le chapitrd.4,
[1.5.3. Détermination de la teneur en matiére séche des miegels

Pour la détermination de la teneur en matiére sélesemicro-gels, 0,5 g de produit a été
déposé dans des coupelles en acier inoxydable)gauéchantillons ont été placées a I'étuve a 105°C
pendant 24 h jusqu’a poids constant.
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[1.5.4. Détermination de la concentration en protéines desicro-gels

Le dosage en azote total a été réalisé par la mhetbe Kjeldahl. Cette méthode mesure la
somme de l'azote protéique et de l'azote non pretéui représente entre 5 et 6% des protéines. Le
dosage se fait en deux étapes : la minéralisagofédhantillon suivie de son dosage. Le coeffitien

de 6,38 a été utilisé pour passer de la quantiizote a celle de protéines (Jones, 1941).

11.5.4.1. Minéralisation

La minéralisation consiste a transformer la tadadie I'azote organique en azote minéral sous
forme ammoniacale (Nhk SOy, par action d’acide sulfurique bouillant en pré&sed’un catalyseur.
L’ajout de sulfate de potassium,B0, permet d’augmenter la température de réactiorinei, ale
diminuer sa durée.

La minéralisation a été réalisée a l'aide d’'un apipale type BlockDigest 12 (J.P. Selecta,
Espagne) équipé d’'un thermostat. Les gels bragsé&his en polysaccharides ont été centrifugés a
5000 g pendant 30 min (Centrifugeuse 3.18 K, SigdnabH, Allemagne) de maniéere a isoler les
micro-gels enrichis en protéines du surnageanterieh polysaccharides. Le culot contenant les
micro-gels a ensuite été récupéré pour analysenll@'’acide sulfurique ainsi qu'un mélange
catalytique composé de sulfate de potassium, datsulle cuivre pentahydraté et de dioxyde de
titane, ont été ajoutés a I'échantillon. Les tubesété chauffés sous une hotte 1 h a 190°C phia 4
350°C.

11.5.4.2. Dosage indirect

L'ammoniac a été recueilli dans un volume connpla&té en excés d'une solution étalon de
HCI. L'excés d'acide a ensuite été dosé a l'aigdeedsolution étalonnée de NaOH, en présence d'un
indicateur coloré.

Les tubes ont été refroidis a température ambeein®® mL d’eau distillée ont été ajoutés dans
chaque tube. 25 mL d'eau distillée dans le tubéstiler, 25 mL de HCI et 6 gouttes de rouge de
méthyle ont été introduits dans la fiole recueildistillat. Apres distillation a I'aide de I'appalr@ro-

Nitro M (J.P. Selecta, Espagne), la quantité de r&Jant pas réagi a été dosée par une solution de
NaOH a 0,1 M de maniére a déterminer la quantaéndioniac puis celle de protéines.
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[Il. CARACTERISATION SENSORIELLE ET INSTRUMENTALE DES YAO URTS
ENRICHIS EN MICRO -GELS

[1l.1. Préparation des yaourts enrichis en micro-gels
[11.1.1. Milieu de dispersion

Un yaourt brassé commercial contenant 0% de matieasse, 5,5 g de glucides et 5,5 g de

protéines de lait (Cora, France) a été utilisé cemmlieu de dispersion des micro-gels.

[11.1.2. Micro-gels

Les micro-gels ont été fabriqués comme décrit dargaragraphé.3 de ce chapitre. Suite au
brassage des gels acides, les micro-gels enrichjg@eéines ont été séparés de la phase continue
riche en guar ou xanthane et/ou lactosérum pariftegation a 5000 g pendant 15 min a 20°C

(Centrifugeuse 3.18 K, Sigma GmbH, Germany).

Les déterminations de la teneur en matiere sechéifférents micro-gels n'ont pas montré de
différences significatives entre les différentsetymle micro-gels qui contiennent82% de matiere
seche. De méme, peu de différences de concenteti@motéines sont observées entre les différents
micro-gels fabriqués a base des systémes enrichgsi@ acidifiés a I'aide de 1, 1,5 et 2,5% de GDL

qui contiennent respectivement 20,1, 203,8 et 21,4% p/p de protéines.

L’hypothese selon laquelle la différence de densitite les types de micro-gels ne serait pas
significative a été émise. Partant de cette hysathan méme poids et non volume, de différents
types de micro-gels, a été introduit en proportidiférentes, de 2,5 a 10% p/p, au milieu de
dispersion constitué de yaourt brassé a 0% de maajrasse. L'espace de produits était constitué de

14 yaourts enrichis en micro-gels de types et ptape variables.

[11.2. Analyse sensorielle des yaourts enrichis en micretp

Afin d'établir un positionnement relatif de I'ensbla des produits, un profil flash a été realisé.
Ce test sensoriel permet en effet de pouvoir inééep rapidement la position relative des prodeits,
apportant des éléments d’explication sémantiqueff€8mann, 2000). Par ailleurs, il ne nécessite pas
de phase préalable de familiarisation avec I'esplEceroduits et le vocabulaire sélectionné par les

juges n’est pas consensuel et défini.
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Les produits ont été systématiquement présentés dies pots en plastique transparents de
30 mL et codés. Le panel était constitué de 10t femmes et 2 hommes) recrutés au sein du
personnel de I'école AgroParisTech (Massy, Frarm)t 5 experts en analyse sensorielle. Les
dégustations ont eu lieu en cabines de degustatidividuelles au laboratoire de perception

sensorielle d’AgroParisTech. Généralement, la dncait entre trente minutes et une heure.

Face a I'ensemble des produits présentés simulméhes juges avaient pour consigne de se
limiter a I'évaluation de la texture, visuelle at bouche, des produits. lls ont alors généré les
descripteurs les plus discriminants pour décrirécsigjuement I'espace de produits et classé de
maniére comparative les produits sur chacun desigesurs.

Les produits classés ex-aequo étaient autorisésun®ucontrainte n’'a été donnée quant au
protocole de dégustation et aucune limite de temg®té imposée, chaque sujet pouvant faire autant

de pauses qu'il le désirait.

[11.3. Caractérisation instrumentale des yaourts enrichign micro-gels
[11.3.1. Détermination de la distribution granulométrique

La distribution de taille des particules par difian de la lumiére ou granulométrie laser est
déterminée, d’aprés les théories de FraunhofereeMu, a partir des intensités recues par des
détecteurs placés aux différents angles par rapgortayon incident traversant I'échantillon de

particules.

La distribution de la taille des particules du yddarassé témoin ou enrichi en micro-gels a été
déterminée en utilisant un granulometre laser M8ster 2000 (Malvern Instruments, Ldt, UK). Un
gramme de yaourt brassé (indice de réfraction Hed gté préalablement dilué dans 50 mL d’eau
distillée environ. La mesure a éteé réalisée a teatpee ambiante entre 4 et 12% d’obscuration sous
une agitation de 400 tr/min. Trois mesures suceessint été effectuées a deux minutes d’intervalle.

La distribution volumique a été caractérisée pandsure du diametre moyep ¢ (Figure 53).
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Figure 53: Exemple de distribution granulométrique obteaymartir du yaourt brassé témoin

[11.3.2. Propriétés rhéologiques

Un test de rétro-extrusion, consistant a forcepdssage du produit dans I'espace annulaire
entre un piston mobile et la paroi d'un récipieglirdrique, a été réalisé a I'aide du texturometre
TAX-T2i (TA Instruments, Stable Micro Systems, URxente grammes de yaourt brassé témoin ou
enrichi en micro-gels ont été préalablement intitsddans un récipient de 40 mL puis laissés 1 h a
4°C avant la réalisation du test. Un piston cyligde en aluminium de 2 cm de diamétre et 2 mm
d’épaisseur a été utilisé. Lors du test, la vitatisafoncement a été de 0,5 mrhat la profondeur
d’échantillon analysé de 30 mm. La valeur de ladaa été calculée dans la zone de pseudo-plateau
comprise entre 5 mm et 25 mm de distance d’enfoenepour laquelle la force varie peu et de fagon
réguliere. Dans cette zone, aucune évolution deréa en fonction de la distance d’enfoncement liée
a un effet de fond n’est perceptible.

Les mesures en écoulement ont été réalisées & lkaidchéomeétre Carri-Med CSL2100 (TA
Instruments, UK) équipé d’'une géométrie cone-plar6ccm de diameétre et 4° d’angle munie d’'un
piege a solvant (Figure 47b). Une courbe d’écoutgmealler-retour » a été réalisée a I'aide d’'un
balayage par paliers de 0,2 & 1d0es 10 min & 4°C en mode logarithmique incluangé8ades et
10 points par décade.
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Le comportement a I'écoulement des yaourts bragsaein et ceux enrichis en micro-gels a

été modélisé selon une loi en puissance (Eq. 1&)leh le modéle de Herschel-Bulkley (Eq. 17) :

n

Loi de puissance o =k y Eq. 16
ouk est I'indice de consistance (Pa.stn est I'indice de comportement du fluide.

n

Modele de Herschel-Bulkleyo = o +K y Eq. 17

ou ¢ est le seuil de contrainte (P&),est l'indice de consistance (Pa.stn est lindice de

comportement du fluide.

Par ailleurs, les yaourts brassés témoin ou esriehi micro-gels présentant un caractére

thixotrope plus ou moins prononcé, 'aire entredesrbes d’écoulement aller et retour a été cadculé

[11.3.3. Observation microscopique

Les yaourts brassés témoin ou enrichis en micro-gat été observés entre lame et lamelle en
microscopie optique a l'aide d’un microscope Olym@BX 51 (Olympus, Japon) en mode contraste

de phase avec des objectifs de grossissement x40 et

[1l.4. Analyses statistiques

L'ensemble des données sensorielles et instrunesnialété saisi et traité sous Microsoft

Excel’ et les traitements multidimensionnels ont étéséalsous XLSTAT.

La répétabilité des juges a été vérifice préalabtgnpar une Analyse en Composantes
Principales (ACP). Un juge, considéré comme peletedgpe, c'est-a-dire pour lequel les deux
répétitions de produits étaient positionnées deiénarloignée sur le plan 1-2 de I'ACP, a été écart

pour la suite de I'analyse des données.

De maniére préalable, une Classification Ascendatidearchique (CAH), sur la base d’'une
matrice de distance euclidienne et du critére ded\a été réalisée a partir des données du profil
flash dans l'objectif de constituer des groupepd®luits et de termes générés par les juges. Une
Analyse Procrustéenne Geénéralisée (APG) a égaleéténappliquée aux données du profil flash
pour établir une carte de consensus entre les.jugesdonnées instrumentales ont été analysées par
une Analyse en Composantes Principales (ACP). ddicomparer la carte de consensus des données
sensorielles obtenue par APG et I'ensemble desé&mnimstrumentales, une seconde APG suivie
d’'une CAH a été utilisée.
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Afin d’établir une relation entre une variable répeY et un ensemble de variables explicatives
Xi indépendantes, une régression linéaire multipleéauéilisée. Le modele s’écrit de la facon

suivante :

Y = a + X1+ b2X2+ baXiXe + e Eg. 18
ou Y est la variable dépendantXz et X2 sont les variables indépendantesest I'ordonnée a
I'origine estimée b1, b2 et bs sont les coefficients partiels de régression esigte est le terme
d’erreur (résidu de régression).
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Chapitre 3 : Mélanges lait / guar avant et apres diéication

L’objectif de ce chapitre est d’étudier les phénoegde séparation de phases et de gélification
acide au sein de systemes laitiers enrichis enspobharides. En s’appuyant sur les cinétiques de
séparation de phases, les propriétés rhéologiqués microstructure des systemes lait / guar en
milieux neutres et acidifiés, une discussion poétra initi€ée sur la base de la compétition erdee |
phénomeénes de séparation de phases et de gedificRur réaliser cette étude, une large gamme de

concentrations en guar, comprises entre 0 et 0/p%apgté utilisée.
|. PROPRIETES DES MELANGES LAIT / GUAR AVANT ET APRES GELIFICATION

I.1. Propriétés des meélanges lait / guar avant gélificen

Avant d’étudier les systemes lait / guar en mikeidifié, il paraissait nécessaire de considérer
en premier lieu les mélanges a pH du lait. Ainsimicrostructure et le comportement rhéologique
des mélanges lait / guar ont été étudiés en milgiire et a 43°C, de maniére a se placer dans les

conditions de température de préparation des sgstagidifiés.

Au-dela d’'une certaine concentration en polymétagut de guar dans le lait donne lieu a la
formation d’'un systéme biphasique (Bourriot et 4899b ; Tuinier et al., 2000). Il s’ensuit que la
caractérisation des systemes lait/ guar en miheutre doit étre réalisée a difféerents stades
d’évolution de la séparation de phases : lorsqueparation s’opére a I'échelle microscopique, lors
de I'évolution du systeme considéré comme étang Bquilibre, et en fin de séparation de phases

dans un état proche de I'équilibre thermodynamique.

[.1.1. Propriétés des meélanges lait / guar avant séparatiade phases

Dans le cas de systemes subissant un processtigwéntel qu'une séparation de phases, il est
essentiel que la caractérisation, rhéologique notamy, s’effectue avant que la déstabilisation ne
survienne a I'échelle macroscopique. En pratiquee, agitation magnétique a 500 rpm environ ou
manuelle a été appliquée avant analyse, de mamnggeue tous les mélanges, susceptibles ou non de
conduire a une séparation de phases, soient bierodenes a I'échelle macroscopique au moins

pendant le temps de la mesure.
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I.1.1.1.Microstructure des mélanges lait / guar avant séjmer de phases

L’'organisation d’'un meélange de lait enrichi en g@a0,3% a été étudiée par microscopie
confocale a balayage laser (Figure 54). Il esttarnque I'observation a été réalisée moins de 5 min
apres la mise en place de I'échantillon, afin d@tér I'évolution de la structure dans le tempst Su
I'image, les zones claires correspondent a la éscence du DyLight 549 et révélent ainsi la présenc
de protéines. Par contraste, les parties dépourdeegprotéines sont localisées dans les zones
sombres.

Figure 54 : Mélange lait / guar a 0,3% observé en microseapinfocale a balayage laser a 43°C immédiatement
apres la mise en place de I'échantillon. La baepedsente 50 um.

Les protéines apparaissent concentrées dans de=s 4maen définies sous la forme de
gouttelettes sphériques de taille variable, comapeistre 10 et 100 um. Puisque les protéines de lait
et plus particulierement les micelles de caséiriaa diametre de 180 nm environ, ne sont pas
observables en tant qu’entités bien distinctescptie technique, la concentration locale en pre&in
ferait suite a un regroupement des protéines dassgouttelettes. Par ailleurs, la forme non
parfaitement sphérique des gouttelettes pourraé &éttribuée a la coalescence des gouttelettes,
d’autant plus que ce phénomene concerne princigaletas gouttelettes de taille importante. Apres
leur coalescence, les gouttelettes ne se relar¢rpes de maniére instantanée sous une forme
sphérique, ce qui laisse supposer qu’elles soouedts d’'une phase continue d’'une viscosité élevee

enrichie en guar (Bourriot, 1999).

Finalement, le mélange lait / guar a 0,3% aboultt #@rmation de deux phases bien distinctes,
'une enrichie en protéines et l'autre appauvriepeotéines et probablement enrichie en guar. |l
pourrait donc étre intéressant d'étudier la cingigl’évolution de ce systeme par l'intermédiaire
d’une technique d’interaction lumiére-matiere peeraple. Lorsqu’'une microstructure sous forme de
gouttelettes liquides se forme, le systéme pew énsidéré comme une émulsion eau dans eau
(Norton & Frith, 2001). Cette organisation est @ d’'un effet de volume exclu di a une floculation

Y

par déplétion des caséines qui donne lieu a unara@n de phases de type ségrégatif. Ce

86



Chapitre 3 : Mélanges lait / guar avant et aprdifiggtion

phénoméne a précédemment été observé dans le casaleges protéines de lait / galactomannanes
(Bourriot et al., 1999c ; Schorsch et al., 1999erBque le systéme apparaisse stable a I'échelle
macroscopique, la structuration en deux phasemctiss visibles a I'’échelle microscopique pourrait

contribuer aux propriétés rhéologiques et plus@arérement & une augmentation de la viscosité.

1.1.1.2.Propriétés rhéologiques des mélanges lait / guamtaséparation de phases

Immeédiatement apres mélange, les propriétés d’éomrit du lait a 4,6% de protéines, d'une
solution de guar a 0,3% ou d’'un mélange lait / gur3%, ont été caractérisées a 43°C (Figure 55).
Classiquement, la courbe reliant la vitesse delleisgent a la contrainte pour le lait est typiquerd
comportement Newtonien et sa viscosité particulienet faible, de I'ordre de trois fois celle de lUea
mesurée dans les mémes conditions de températunevinche, le guar seul montre des propriétés
rhéofluidifiantes typiques du comportement d’'uné&son macromoléculaire en régime non dilué.
Bien que le mélange lait / guar soit également fibiglifiant, la viscosité du milieu est plus élevée
que le guar seul sur toute la gamme de vitesseéétudlinsi, la viscosité apparente du mélange est
supérieure a la somme des viscosités des compadiggluels aux mémes concentrations, ce qui
traduit un effet de synergie. Ce phénomene a pedcétbnt été reporté par Bourriot et al.
(1999c) pour des mélanges de 3% de micelles dineasét 0,2% de guar.

2,4 — T T
—A— Lait p

204 —"— Solution G0,3% a
—_ —e— Lait + G0,3% '/
g -
~— 1,6 T /
. | °
= o« -
Q 1,2 - ./ l/
o) / ./
O 0,81 o’. "

./

Vitesse de cisaillement (s™)

Figure 55 : Courbes d'écoulement du lait a 4,6% de protéi(a3, d’'une solution de guar a 0,3% dans
0,1 M NaCl (m) et d’'un mélange lait / guar a 0,3% ) réalisées a 43°C
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La Figure 56 illustre la viscosité apparente & $80de solutions de guar ou de mélanges
lait / guar pour des concentrations en guar vagghla viscosité augmente de maniére importante
lorsque la concentration en guar augmente, aussidans le cas d’'une solution de guar dans 0,1 M
de NaCl qu’'en mélange dans le lait. Ce comporteragnattribué au passage d’'un régime dilué aux
trés faibles concentrations en polymeéres, a umrégiemi-dilué pour lequel un recouvrement des
chaines de polyméres a lieu puis a un enchevéttesesrchaines en régime concentré a mesure que

la concentration en guar croit (De Gennes, 1979).
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Figure 56 : Viscosité & 100 5d'une solution de guar dans 0,1 M Na@®)( et des mélanges lait/ gua®} en
fonction de la concentration en guar a 43°C

De la méme maniére que dans le cas du systemleglat a 0,3% (Figure 55), un effet de
synergie a la suite du mélange des deux composé&orestaté quelle que soit la concentration en
polysaccharides. Toutefois, cet effet est d’autalos marqué que la concentration en guar est
importante. L’augmentation de la viscosité consgeudau mélange du lait et du guar correspondrait
davantage a une surconcentration de la phase aergimrichie en guar plutét qu’a une organisation
particuliere voire a une structuration du systeke.effet, la faible viscosité de la phase riche en
protéines ainsi que l'absence de connexion ensegtmittelettes (Figure 54) influenceraient de

maniére mineure la viscosité du systeme.
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[.1.2. Suivi de la séparation de phases des mélanges faguar

Le systéme lait/ guar a 0,3% est instable et wmaration de phases microscopique est
observable immédiatement aprés mélange, puis ellernt macroscopique suite a la sédimentation
des gouttelettes concentrées en protéines. De reagé@érale, les phénomenes de déstabilisation au
sein des émulsions suivent la loi de Stokes. Néarsnoette théorie n’est valable que dans le cas de
faibles fractions volumiques, généralement infégsua 1%. Les particules peuvent alors étre
considérées comme sédimentant de maniéere indilédueh excluant toute interaction entre les
particules. Par ailleurs, I'hypothése d’un phénoende coalescence mis en évidence par microscopie
confocale (Figure 54) induirait une évolution det#dle des particules au cours du temps. Par
consequent, dans le cas des mélanges lait / guaigpproche basée sur la théorie de la loi de Stoke
pour le calcul des vitesses de sédimentation gegaitréaliste. Toutefois, une réflexion fondéelssr
parametres dictés par la loi de Stokes (viscogti gphase continue, taille des gouttelettes, reiffée
de densité entre les deux phases et accélératitnmbsanteur) (Eq. 2) pour interpréter la vitedse
sédimentation a été réalisée.

Deux échelles d’observation ont été utilisées soinre le phénomeéne de séparation de phases

dans les mélanges lait / guar :
— une échelle microscopique par I'intermédiaire d&tations en microscopie confocale ;

— une échelle macroscopique a 'aide d’'une technéji¢eraction lumiére-matiére.

[.1.2.1.Suivi de la séparation de phases par microscopitocale

Le comportement du mélange lait a 4,6% de protdigesmr a 0,3% a été suivi au cours du
temps a 43°C par microscopie confocale (Figure Bne coupe suivant 'axe Z a été réalisée a
intervalles de temps réguliers apres la mise eoeptie I'échantillon dans un entrefer contrélé de
3 mm (Chapitre 2l1.4.2). L’approche est davantage qualitative quangitative et les temps inscrits
sur la Figure 57 sont donnés a titre indicatif @&san de la difficulté de maitrise du temps erdréri
du mélange et le début des enregistrements degs@mpZ.

De la méme facon que précédemment, les zonesscla@renettent de localiser les protéines sur
les images. Sur le profil correspondant au temfiglindes domaines enrichis en protéines dans la
partie inférieure se sont formés. L’excitation nsogfficace du laser a mesure qu'il s’éloigne de la
lamelle inférieure est responsable de la zone d&peude protéines en surface d’échantillon.

Contrairement aux observations faites sur la Figdrdes gouttelettes apparaissent en zones dsffuse
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et sont de taille inférieure a 50 um. Il est & nojge I'enregistrement d’'un profil complet suivant
I'axe Z nécessite un temps d’environ deux minutsdant lequel les structures peuvent évoluer. Or,
Schorsch et al. (1999) ont montré que les mélalaielscaroube relevaient d’'un processus cinétique

avec un phénomeéne de coalescence des goutteléttesadseulement une minute aprés mélange.

Sédimentation des gouttelettes Formation de la couche de sédiment

215
um

o a ) {1 | 50 pm
0 h (0 min) 0,03 h (2 min) 0,1 h (6 min) 0,2 h (12 min) 0,5 h (30 min)
Figure 57 : Suivi de la microstructure du mélange lait / ga®,3% dans le temps, indiqué en heures et entesn

en microscopie confocale a balayage laser a 43°C

y
¢

Des les premieres minutes, des gouttelettes indilisbes apparaissent dans la partie inférieure
de I'échantillon puis fusionnent en entrant eniswh ou lorsqu’elles atteignent la lamelle infére.
Apres 6 min environ, une couche de sédiment d’envir00 um riche en protéines se forme. Ainsi,
les gouttelettes ne maintiennent pas leur formeviahaelle lors de la formation du sédiment, signe
d’'une coalescence et vraisemblablement d’'une fa#hsion interfaciale. Au fur et & mesure du
temps, la concentration en gouttelettes dans léieparférieure augmente, ce qui génere une
augmentation de la probabilité de collision des tgdeites, donc de leur coalescence, et par

conséquent une augmentation de la couche de sédimen

[.1.2.2.Suivi de la séparation de phases par une techrdgoteraction lumiéere-
matiére

La deuxiéme approche utilisée pour suivre la séijparale phases de mélange lait / guar est
basée sur une technique d’interaction lumiere-meatiéd\ la différence d'autres techniques de
caractérisation, le Turbiscapermet de déterminer des cinétiques de déstdlmlisaaussi bien de
suspensions diluées que concentrées, par un balaggglier des échantillons sur toute leur hauteur.
Sachant que le principe de mesure est basé siffusieh multiple de la lumiére, toute modification
de taille ou de concentration en particules eseaiéé. Ainsi, les suspensions stables sont
caractérisées par des valeurs de rétrodiffusiamaesmission constantes au cours du temps et sur
toute la hauteur de I'échantillon. En revanche,geénomenes de sédimentation ou crémage sont
détectables suite a une variation du niveau dedifusion et/ou transmission par rapport au profil

initial pris au temps de O h.
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A titre d’exemple, les flux de rétrodiffusion eatrsmission du mélange lait / guar a 0,3% suivis
a 43°C pendant 1 h sont présentés dans la Figure 58
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Figure 58 : Suivi des profils dé\transmission et dArétrodiffusion dans le temps en fonction de la aud’'un
mélange lait / guar a 0,3% a 43°C. Les photos desst correspondent au temps initial et a 1 h. leehés grises
indiquent le sens d’'évolution des valeursdi@mnsmission et darétrodiffusion dans le temps.

En comparaison avec le profil initial correspondant temps de 0 h, une modification du
niveau deArétrodiffusion apparait des les premieres minupegsaarrét du meélange. Ce changement
se traduit par une augmentation de la valeuAdrodiffusion dans le bas du tube alors quelle
diminue dans la partie supérieure. Aprés 30 mivalaur deArétrodiffusion reste constante dans la
partie inférieure mais un second phénomeéne intetnéeec la formation d’'une couche de sédiment.
Au cours du temps, la hauteur de sédiment augnjastgl’'a atteindre environ 10 mm apres 1 h.
Parallelement, le niveau dgransmission tend a augmenter dans le haut du t#akiisant un début

de clarification dans la partie supérieure de lathlon.

Un lien étroit entre les mesures de rétrodiffusébies observations en microscopie confocale

(Figure 57) peut étre établi. En effet, 'augmeiotatdu niveau de rétrodiffusion dans le bas du tube
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correspond a une augmentation de la concentratiprobablement de la taille des gouttelettes suite
leur coalescence et/ou leur sédimentation. Pauite,des nombreuses gouttelettes tassées dans la
partie inférieure fusionnent pour former une coudbesédiment qui augmente en hauteur jusqu’a ce

gue la concentration ou taille des gouttelettesigsuffisante pour permettre leur sédimentation.

A partir des profils de rétrodiffusion, plusieurtnétiques peuvent étre calculées pour la
détermination de la vitesse de sédimentationtlaemter que le calcul de la vitesse de sédimentat
correspond en fait a une vitesse moyenne pourdiabe des gouttelettes. En effet, celle-ci ne tient
pas compte de la hauteur initiale des goutteledes le tube aprés mélange et donc de leur diséance
parcourir avant d’atteindre le bas du tube. Demétifjues ont été sélectionnées comme étant les plus
pertinentes en considérant les profils de rétrodiin pour décrire les phénoménes physiques
(Figure 59) :

- la valeur maximale dArétrodiffusion dans la partie inférieure de I'éctiléon ;

— I'épaisseur relative du pic de rétrodiffusion, geprésente I'évolution du front de la

couche de sédiment a un quart de la valeur maxidedeétrodiffusion dans la partie inférieure de

I’échantillon.
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Figure 59: Détermination de la valeur maximale Metrodiffusion (fleches grises) et du niveau/aétrodiffusion
pour lequel I'épaisseur relative éxrétrodiffusion est mesurée (ligne grise en poisilla partir des profils de
Arétrodiffusion d’'un mélange lait / guar a 0,3% a@3
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La valeur deArétrodiffusion dans le bas du tube reste constaisigu’'a 0,1 h aprés mélange.
En revanche, une augmentation significative duaide rétrodiffusion apparait au fur et a mesure
que les gouttelettes se concentrent au fond du teae la suite, le plateau correspondant a une
stabilisation de la valeur d&rétrodiffusion peut étre relié a la formation dectauche de sédiment,
pour laquelle la concentration et la taille de ipates n’évoluent plus. Ainsi, deux parameétres
peuvent étre extraits de cette cinétique : le déleua sédimentation des gouttelettes, correspondan
au temps pour lequel le signal Aiétrodiffusion au fond du tube augmente ; et leutléle formation
de la couche de sédiment, détecté par le débutateap deArétrodiffusion mesuré dans la partie
inférieure de I'échantillon (Figure 60). Il est ater que le début de sédimentation des gouttelettes
concerne principalement celles situées dans laeparfrieure du tube, ce qui ne provoque pas de
gradient de concentration en particules majeur tapartie médiane de I'échantillon (Figure 58) Pa
ailleurs, le décalage du temps de début de formad® la couche de sédiment observé entre la
microscopie confocale (Figure 57) et la technigumteraction lumiére-matiére pourrait étre da a la
mesure effectuée uniguement tous les 40 um au Soarbiet/ou au fait que les images ne sont
acquises en microscopie confocale qu’'aprés un tetigesesziron 2 min correspondant a la mise en

place de I'échantillon, le temps étant par conségomins bien maitrisé.

Sédimentation Formation de la
des gouttelettes couche de sédiment
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Figure 60 : Détermination du temps de début de sédimentatam gouttelettes et de formation de la couche de
sédiment a partir du suivi de la valeur maximaléAd&rodiffusion d’'un mélange lait / guar a 0,3% &@3lans le

temps. Les barres d'erreur représentées corresppbrideles mesures réalisées en triple sur des dtdrant
différents.
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Les cinétiques d’épaisseur relative du pic de diffussion sont représentées sur la Figure 61a
pour différentes concentrations en guar, de 0,4%0A partir de ces courbes de cinétique, la sdes
moyenne de sédimentation est déterminée par lavde la pente (Figure 61a), indicateur de la

vitesse de formation du sédiment (Figure 61b).

a 12 T T T T T T T T T b 20 ] T T — 17 T 1
. 1 0,15% 184 ]
0,2% 164 ]
] 14 ] ]
12 ° ]
104 ]
g i
64 i
4] ]
] 2] ]
T T T '| T T T 0 ] ! T — 17 T — 17 ;
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 00 01 02 03 04 05
Temps (h) Concentration en guar (%)

0,25%

1 0,3%

0,1%
1 0,4%

A Hauteur (mm)
Vitesse de sédimentation (mm.h'l)

Figure 61: (a) Cinétiques de I'épaisseur relativelatrodiffusion de mélanges lait / guar de 0,1%40a 43°C.
Les concentrations en guar sont indiquées surglardi; (b) Vitesses de sédimentation, issues detepeales
cinétiques de I'épaisseur relative &rétrodiffusion, en fonction de la concentrationgerar a 43°C

Deux comportements antagonistes sont observésulisqconcentration en guar augmente.
D’une part, la vitesse de sédimentation augmente poe concentration en guar comprise entre
0,05% et 0,15%. A l'origine de ce phénomeéne sevirain mécanisme de déplétion-floculation dont
I'intensité s’accentue lorsque la concentrationpetyméres augmente (Asakura & Oosawa, 1958).
D’autre part, une corrélation négative entre l@sse de sédimentation et la concentration en guar
intervient lorsque la concentration est supériear®,2%. Dans ce cas particulier, les effets de
déplétion sont considérablement ralentis du faitadeiscosité élevée de la phase continue riche en
guar (Figure 56) (Syrbe et al., 1998), ce qui cinthéme a une pseudo-stabilité sur I'échelle de

temps de 4 h considérée dans I'expérience poucemeentration supérieure ou égale a 0,5%.

[.1.3. Propriétés des meélanges lait / guar a I'’équilibre

Aprés I'étude des mélanges lait / guar avant et ¢t la séparation de phases, une derniere

approche consiste a étudier ces systemes dans ain sépposé proche de ['équilibre

thermodynamique. Ainsi, la fraction volumique desixi phases présentes en fin de sédimentation a
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été évaluée pour différentes concentrations en, gsnhant que la phase inférieure est riche en

protéines alors que la phase supérieure est emgchguar (Figure 62).

1,0 T T T T T T T T

HIH,

0,0 -

| | |
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4
Concentration en guar (%)

Figure 62 : Hauteurs relatives de surnageant des mélangesgaar de 0% a 0,4% aprés 4 h a 43°C. Les barres
d’erreur représentées correspondent a des megaleses en triple sur des échantillons différents.

Une concentration en guar aussi faible que 0,014 auprovoquer une séparation de phases.
La fraction de surnageant augmente de maniéere tanger pour des concentrations inférieures a
0,15% mais un plateau apparait aux concentratimve&s. Ce comportement est a mettre en lien
avec 'évolution de la vitesse de sedimentatioriogiction de la concentration en guar (Figure 61b).
En effet, les viscosités des systémes contenantateentrations en guar élevées peuvent retarder la
séparation de phases de maniere importante, veireoécher sur I'échelle de temps considérée de
4 h.

En connaissant la viscosité des mélanges lait ¥ gimsi que celle de solutions de guar de
différentes concentrations (Figure 56 et Figure) 6Bast possible d’estimer la concentration eargu
du surnageant par modélisation des courbes de sii€cde solutions de guar de différentes
concentrations. Par la suite, la fraction volumiquerespondante peut étre calculée a partir du
rapport de la concentration en guar dans le mélamt@ sur celle de surnageant estimée. Ce calcul
théoriqgue implique que le surnageant contienneusmgent du guar ainsi que la distribution du

solvant entre les deux phases se produise de raauate.
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Figure 63 : (a) Courbe étalon entre la viscosité mesuré®@ <t et la concentration en guar d'une solution &
0,1 M NaCl a 43°C; (b) Hauteurs relatives de sgeaamt des mélanges lait / guar de 0% a 0,4% oldenue
expérimentalement apres 4 h a 43°C (ligne en piésitiou calculées a partir du rapport de la cotreéion en guar
dans le mélange initial sur celle de surnageaithésta partir des gammes de concentrations d’'uné@ode guar

a 0,1 M NacCl (ligne pleine)

Les valeurs calculées des fractions volumiquesudeageant en fonction de la concentration en
guar sont reportées sur la Figure 63b, les valebtenues expérimentalement étant rappelées en
pointillés. Pour une concentration en guar supégi@u0,1%, les valeurs des hauteurs de surnageant
estimées a partir des gammes de concentrationsssperposées a celles déterminées en fin de
séparation de phases. Si 'augmentation de vigcdss$ mélanges lait / guar par rapport aux solsition
de guar seul est majoritairement due a un effetateentration de la phase continue riche en guar,
alors la répartition des phases n’évoluerait pasadeiere importante entre le début de formation des
gouttelettes et la fin de leur sédimentation. Dees conditions, la séparation des deux phases a
I'échelle microscopique se produirait de manieresgue immédiate. En revanche, une légere
surestimation de la fraction volumique calculée esmhstatée pour des concentrations en guar
inférieures a 0,1%. Dans ce cas, deux hypothesegepe étre émises pour expliquer ce décalage.
D’une part, la sédimentation des zones enrichigsretgines peut s’averer étre lente lorsque laeforc
de déplétion est peu importante, notamment en pcésd’une faible concentration en polymeres.
Une seconde explication pourrait rendre compte el€amportement : I'estimation de la fraction
volumique par le calcul n’étant valable que dansde d'une phase continue enrichie en guar, les
systemes contenant moins de 0,1% de guar présentetme phase continue protéique avec des

inclusions de guar. Cette hypothése est appuyée [t qu'aucune augmentation detrodiffusion
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dans le bas du tube n’est constatée sur les puaijtisnus au Turbiscan, alors qu’une clarification

lente survient dans la partie supérieure du tusu(tats non montrés).

A partir de la fraction volumique correspondana @hase protéique, il est possible d’estimer la
concentration en protéines au sein des gouttelettetans la couche de sédiment. Au-dela de 0,15%
de guar, une surconcentration en protéines desmsgstmixtes proche d’'un facteur quatre, soit pres
de 200 g/kg de protéines, s’établirait par rapgofa concentration du lait initial de 46 g/kg de
protéines.

I.2. Propriétés des gels acides enrichis en guar

Les résultats précédents concernant les mélanigéglaar a pH du lait peuvent servir de base
a I'étude de ces systémes apres gélification. Eat, é& gélification intervient comme un mécanisme
supplémentaire a la séparation de phases misei@enég au sein de ces systemes mixtes. Dans ce
cadre, la gélification des protéines de lait aréenée par acidification progressive des mélanges a
43°C a l'aide de GDL jusqu’a pH 4,6, mimant la fiédition acide obtenue par I'action des ferments,
mais avec un temps de gélification plus court. ®eEme maniere que dans I'étude précédente, les
propriétés macroscopiques et microscopiques aimsilg comportement rhéologique des systemes

mixtes contenant de 0 a 0,5% de guar ont été &tudié

[.2.1. Comportement macroscopique des gels fermes acidesat brassage

Les hauteurs relatives de surnageant des gels $eemdonction de la concentration en guar
ajoutée dans le lait avant acidification sont de@snéans la Figure 64, les valeurs obtenues dans les
mélanges lait / guar non acidifiés étant représigimir comparaison. Aussi bien pour les mélanges
acidifies que ceux a pH neutre, le surnageant sgose essentiellement de guar, de lactosérum ou

d’'un mélange des deux composants, les protéinesrétaoritaires.

Des l'ajout de 0,05% de guar, une légére séparal®rphases se forme dans la partie
supérieure du gel ferme, alors qu’'une augmentapmectaculaire de la quantité de surnageant est
observée pour 0,1% de guar. Des niveaux de synétégés ont également été observés dans des
systemes lait / caroube a des concentrations éuférs ou égales a 0,1% en milieu acidifié (Sanchez
et al., 2000). Ce phénoméne a été attribué a uo®+séparation de phases dans le réseau protéique,

contribuant a la porosité et a I'expulsion impotéade lactosérum des gels acides mixtes.
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Figure 64 : Hauteurs relatives de surnageant des gels fecorgenant de 0% a 0,5% de guar acidifiés avec H&%
GDL a 43°C (ligne pleine) et des mélanges lait &rgde 0% a 0,4% non acidifiés aprés 4 h a 43°Qidlign
pointillés)

A la différence des gels enrichis en guar a dexemmations inférieures a 0,1%, une nette
diminution de la hauteur de surnageant des getsposé vraisemblablement d’'un mélange de guar et
de lactosérum, apparait pour des concentratiorgui@ancomprises entre 0,1 et 0,5%. Par ailleurs, le
comportement de phases de ces gels mixtes acidifiésuit pas la méme tendance que celui des
mélanges non acidifiés. Alors que la quantité daageant des meélanges lait / guar a pH neutre reste
sensiblement stable a partir de 0,15% de guarsysemes acidifiés tendent vers une absence de
séparation de phases a mesure que la concenteatigmar augmente.

Cette diminution de la phase de surnageant sudegélification des mélanges lait / guar peut
s’expliquer par la combinaison de deux phénoménan effet de viscosité élevée de la phase
continue ralentissant la séparation de phasespeés®nce du mécanisme de gélification. La premiere
hypothése est appuyée par le fait que la visca®t mélanges lait / guar augmente de maniére
importante en fonction de la concentration en gnatamment au-dela de 0,2% de guar, ce qui

limiterait considérablement la sédimentation dagtigtettes (Figure 61b).
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[.2.2. Microstructure des gels acides brassés

Les différences de comportement de phases obsezu&edes mélanges lait / guar a pH neutre
ou acide peuvent étre la conséquence de la migglaee d’'une structure particuliere suite a la
gélification des protéines. De maniére a compldes résultats de séparation de phases
macroscopique des gels mixtes acides, une étutierdierostructure de ces gels aprés brassage a été

menée par microscopie confocale.

Les images de microscopie confocale des gels atidessés contenant de 0 & 0,5% de guar
sont présentées sur la Figure 65. Les zones clavresspondent a la fluorescence du DyLight 549 et
révelent ainsi la présence de protéines. En absdmqgar, la distribution du réseau protéique est
homogéne. L'ajout d’'une concentration en guar atmble que 0,05% modifie le réseau en le
densifiant et en générant des pores de taille itapter entre les mailles du gel caséique. Lorsque la
concentration en guar est supérieure ou égale &%0),.un ensemble de morphologies tres
particulieres apparait, avec la formation de Idilgments enchevétrés puis de micro-gels allongés e

sphériques, a mesure que la concentration en polyaades augmente.

0% 0,05%

Figure 65 : Gels brassés contenant de 0% a 0,5% de guasidifiés avec 1,5% de GDL a 43°C observés en
microscopie confocale a balayage laser a 20°C.cbesentrations en guar sont indiquées sur la figuaebarre
représente 100 um.

En s’appuyant sur les résultats obtenus par Sarethedz (2000), la densification du réseau, en
présence d’'une concentration en galactomannanésemfe ou égale a 0,1%, serait attribuée a un
équilibre entre la gélification de micelles de @asg concentrées et des effets de volume exclu. Une
des conséquences de ce phénoméne est un tassamgel dui résulte en une expulsion de
lactosérum et/ou de solution de guar importanteci @eplique la quantité élevée de surnageant

contenue dans les gels fermes a base de guar dBiddfte 64).

Lorsqu’une concentration importante en polysacdegrineutres tels que le guar est introduite
dans le lait, le systéme se structure sous la fofomee émulsion eau dans eau (Figure 54). Au sein d

cette émulsion, la phase ayant la plus grandeidragblumique a I'équilibre tend a former la phase
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continue. Puisque les micro-gels sont de natur&jopee, la phase continue des systéemes contenant
de 0,15 a 0,5% de guar est enrichie en guar. Auanbuate I'agrégation acide au point isoélectrique
des protéines de lait, les gouttelettes passentupar transition sol-gel et se figent. Ainsi, ce
mécanisme aboutit a la formation de micro-gels awtypriches en protéines dispersés dans une
phase continue enrichie en guar. Par ailleursuéstipn de la sphéricité plus ou moins parfaite des
micro-gels se pose. En effet, & notre connaissang®ine étude portant sur les gels laitiers acides
enrichis en polysaccharides neutres ne rapport@al@hologies sous la forme de filaments ou de

micro-gels allongés. Ce point sera discuté plugelaent dans le paragrapihee ce chapitre.

1.2.3. Propriétés viscoélastiques des gels acides brassés

En complément des études du comportement de sépadst phases macroscopique et de la
microstructure, les propriétés viscoélastiguesgids acides brassés ont été analysées. Les spectres
viscoeélastiques des gels brassés a base de |#ibadd de 0 a 0,5% de guar sont représentés sur la

Figure 66.
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Figure 66 : Spectres viscoélastiques a 4°C des gels brassésnant de 0% a 0,5% de guar et acidifiés a6 te
GDL a 43°C (@) G’, (d) G™). Les concentrations en guar sont indiquéeda figure.

Une grande diversité de comportements est misevidern&ee selon la concentration en guar.
Aux concentrations en guar inférieures a 0,15%splectre a une allure semblable a celui du gel
brassé sans guar, caractéristique d’'un systemetgttuavec le module G’ supérieur a G” et peu de
dépendance a la fréequence. Cependant, un renfantero®ble des propriétés viscoélastiques a lieu
pour une concentration en guar de 0,05% alorsegpiebdules sont plus faibles dans le gel contenant
0,15% de guar. L'ajout d'une concentration supéeeau égale a 0,3% de guar conduit a un
changement radical des propriétés viscoélastidqueseffet, les propriétés « solides » des systemes
tendent a disparaitre au profit des propriétésdiegi Celles-ci se manifestent par une dépendage d
modules sur tout le domaine de fréquence ainsirgoiadule visqueux supérieur au module élastique
aux faibles fréquences.
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Une autre représentation des modifications rhéqlagg spectaculaires ayant lieu pour ces gels
est illustrée par I'évolution de t&nen fonction de la concentration en guar (Figurg &bdur des
concentrations inférieures a 0,2% de guar, unaivale tand stable d’environ 0,3, caractéristique de
systemes trés structurés, est relevée. En revanhotsgjue la concentration en guar augmente,
'augmentation importante de té&nest un signe de la transition vers un systéme snsiructuré
typigue d’'une solution macromoléculaire. Cette $ithon se produit entre 0,25 et 0,3% de guar et est

suivie d’'une légere baisse de tapour des concentrations en guar supérieures &0,35

2,00 ——
1,75- ]
1,50
1,254
1,00
0,75

tan 5 (0,5 Hz)

0,00 — T . T
o0 01 02 03 04 05
Concentration en guar (%)

Figure 67 : Evolution de tard a 0,5 Hz a 4°C des gels brassés contenant de 0@ de guar et acidifiés avec
1,5% de GDL a 43°C

L’augmentation des modules viscoélastiques du @geise de 0,05% de guar pourrait étre liée a
un effet de synergie suite a un renforcement dui§el des effets d’exclusion de volume. Dans ce
cas, la concentration locale en protéines contrédbeegmenter la connectivité du réseau caséique. Ce
phénoméne a été largement illustré dans le casldengxtes protéines sériques / polysaccharides
(Bryant & McClements, 2000 ; Ould Eleya & Turge@®00 ; Simonet, 2000). A I'inverse, un effet
antagoniste produisant un affaiblissement puis abgence de connectivité du gel sont mis en
évidence pour une concentration en guar supériau@gl5%. Puisque les micro-gels riches en
protéines constituent la phase dispersée (Figuyeudte solution enrichie en guar correspond a la
phase majoritaire, a l'origine des spectres typsgdeine solution macromoléculaire observés dans
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les gels a 0,3 et 0,5% de guar. La légére diminuti® tand observée a des concentrations en guar
supérieures a 0,35% peut étre attribuée a la hastesité de la phase continue et a la présence de
nombreux micro-gels sphériques, agissant commesuspension concentrée de particules. Le gel
contenant 0,15% de guar constitue un cas partic8ien que la phase continue soit riche en guar,

les enchevétrements des longs filaments soliddsilooant a la structuration du systéeme.

Il. EFFET DE LA GELIFICATION AU REGARD DE LA CINETIQUE D E SEPARATION
DE PHASES

Lors d’'une gélification en présence d’'une sépamatie phases, les mélanges faisant intervenir
des polysaccharides et des protéines peuvent dbener un phénoméne antagoniste ou de synergie,
se traduisant respectivement par un affaiblissement un renforcement des propriétés
viscoélastiques. A l'origine de ces phénoménesmr/¢ le processus de séparation de phases de type
ségrégatif qui n’aboutit pas a son stade ultimeaeson de la formation du gel. Ceci met en lumiere
caractére primordial de I'aspect cinétique des déu&nements se produisant parallelement : la

séparation de phases et la gélification.

L’objectif de cette partie est en premier lieu died varier la cinétique de gélification lorsqu’un
phénoméne de séparation de phases se passe @ngiit Il s’agira ensuite d’étudier I'effet d’'une

acceélération de la séparation de phases sur Ewsteudes gels mixtes enrichis en guar.
II.1. Effet de la cinétigue de gélification sur les propgtés des gels
acides brassés
[1.1.1. Effet de la concentration en GDL sur la cinétique d gélification

Dans le cas d’'une acidification chimique, la cigéé de formation du gel laitier peut étre
contrdlée en faisant varier la concentration en GBdarne, 2001). La Figure 68 montre la diminution
du pH dans le temps, consécutive a I'ajout d’uneceatration variable de GDL (1, 1,5 ou 2,5%)
dans le lait & 43°C.
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pH
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Figure 68: Cinétiques de pH d’'un lait acidifié avec 1%,%,5u 2,5% de GDL a 43°C. Les concentrations en GDL
sont indiquées sur la figure. Le pH de 5,2 corradpila formation du gel.

Le pH initial du lait d’environ 6,7 diminue jusquigpH de 4,6 aprés 2 h ou 50 min suite a un
ajout de 1,5% ou 2,5% de GDL respectivement, effasi pH de 4,7 aprés 4 h pour 1% de GDL. La
diminution du pH est tres fortement ralentie pab#issement rapide de la température de 43°C a
20°C. Lors de la baisse du pH, les protéines desldiissent un ensemble de modifications physico-
chimiques aboutissant a la mise en place d'un get Ve pH 5,2 pour un lait ayant été traité
thermiquement (Chapitre L2 etl.3) (Lucey et al., 2001). A partir des cinétiquiespH, il en ressort
gue la diminution de pH est plus rapide et le temgaessaire a I'agrégation des protéines plus court
pour I'ajout d’'une quantité de GDL importante. Caunplique que le temps de gélification diminue
lorsque la concentration en GDL augmente. Comntladfie la Figure 68, le pH de 5,2 est atteint
apres 0,7, 0,5 et 0,2 h (soit 42, 30 et 12 min) pajout d’une concentration en GDL de 1, 1,5 et

2,5% respectivement.

McMahon et al. (2009) et Jacob et al. (2011) onhtrdoque le pH de gélification n’était pas
modifié par la vitesse d'acidification. Cependafd, cas des mélanges protéines de lait /
polysaccharides est plus complexe. Ainsi, un eféetoncentration locale en protéines intervient en
présence d'une séparation de phases, ce qui potaciiter les points de connexion entre ces

protéines concentrées et mener a un pH critiquegéldication plus élevé. Un phénoméne
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d’accélération de la gélification des protéineséaiustré pour les mélanges entre protéines 8ésiq

et divers polysaccharides (Renard et al., 1998pr@aet al., 1999 ; Simonet, 2000). Celui-ci a été
attribué a un processus de déplétion-floculatidnedies agrégats de protéines et les polysacclsaride
conduisant a des micro-séparations de phases ebpaéquent a une surconcentration en protéines
dans les micro-domaines ainsi formés. Le pH de tdélagrégation des protéines n’a pas été étudié
de maniere systématique pour les différents mékataje/ guar de 0 a 0,5% dans le cadre de ce
travail. Néanmoins, I'étude des mesures de réfiggidn en lien avec le suivi de gélification réélés
l'aide d’'un rhéometre indique que le pH varierad ohoins de 0,1 a 0,2 unité pH (résultats non
montrés). Par conséquent, le pH de 5,2 est prigarbment comme pH critique de gélification pour
I'ensemble des systéemes.

[1.1.2. Effet de la cinétique de gélification sur les propétés des gels a 0,3% de
guar

Dans un premier temps, les mélanges lait / guaB% @cidifiés a I'aide de trois concentrations
différentes en GDL ont été considérés. Ceci a pediexaminer de plus pres l'effet de la vitesse de
gélification sur les propriétés des gels, tout exinbenant une cinétique de séparation de phases fix
Dans le cas de systémes mixtes gélatine / polyaadess, un effet d’'intensification de la séparation
de phases a été montré suite a la gélificatiom dglatine pour laquelle le passage de la confammat
pelote a la conformation hélice augmente considénant le volume hydrodynamique occupé par
les chaines (Lundin et al.,, 2000). En revanche,mécelles de caséines ne subiraient pas de
changements suffisamment majeurs de leur volumeokdydamique lors d’une acidification pour

modifier le phénomeéne de déplétion-floculation.

La compréhension de linteraction entre les cingf] de séparation de phases et de
gélification mérite d’étre approfondie. Les deuxgmaetres issus de I'évolution dedeétrodiffusion
dans le bas du tube (début de sédimentation desetpites et début de formation de la couche de
sédiment, Figure 60) sont rappelés sur la Figurdas® laquelle les courbes d’abaissement du pH en
fonction du temps sont représentées en échelle-lsgarithmique afin de bien distinguer les trois

cinétiques.
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Figure 69 : Cinétiques de pH d'un mélange lait / guar a 0a&%4lifié avec 1%, 1,5% ou 2,5% de GDL a 43°C. Les
concentrations en GDL sont indiquées sur la figlues lignes en pointillés correspondent au tempsiélait de
sédimentation des gouttelettes (0,1 h), de la foomale la couche de sédiment (0,5 h) et au ptbdadtion du gel
(pH 5,2).

La séparation de phases et la gélification desémes a pH 5,2 constituent donc deux
évenements survenant a des intervalles de temigsetiifs ou parfois simultanément. Par exemple,
dans le cas du mélange acidifié avec 2,5% de GBules quelques gouttelettes, probablement
situées dans la partie inférieure de I'échantillamt, commencé a sédimenter lorsque la gélificagion
lieu a pH 5,2. Le systeme contenant 1,5% de GDistitoie un cas particulier. En effet, la gélificatio
intervient exactement en méme temps que le délappdrition de la couche de sédiment. En
revanche, pour le mélange a base de 1% de GDKjsileeun intervalle de temps entre le moment
auquel la couche de protéines sédimentées appéarktformation du gel. Dans cette situation, le

début de la séparation de phases macroscopigee avant la gélification.

Puisque les cinétiques relatives de gélificationdetséparation de phases varient pour les
systemes étudiés, des propriétés de gels différgratevent étre attendues selon la concentration en
GDL. Les microstructures des gels mixtes brassitfigas a I'aide de 1, 1,5 ou 2,5% de GDL sont

montrées sur la Figure 70a.
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Figure 70 : (a) Microstructure observée en microscopie coaf® a balayage laser a 20°C; (b) Spectres
viscoélastiques a 4°C des gels brassés conterz#it @ guar acidifiés avec 1%, 1,5% ou 2,5% de GDI3EC
((m) G, () G"). Les concentrations en GDL sont indiquéesladigure. La barre représente 100 um. Pourpéta
de brassage, les gels acidifiés a 1% et 1,5% de Q@iDlété brassés par passage a travers les deaxtagr ils
présentaient des structures fibrillaires de taibe élevée.

Le gel préparé avec 1,5% de GDL présente les méarestéristiques microstructurales que
celles de la Figure 65 : un mélange de micro-gédm@eés et de filaments dispersés dans une phase
continue enrichie en guar. Au contraire, des mgels- de forme sphérique, enrichis en protéines et
de faible taille apparaissent dans le systeme & tea2,5% de GDL. Le mélange acidifié avec 1% de
GDL differe des deux systémes précédents, avewraation de longs filaments légerement
enchevétrés. Particulierement pour ce systemeradiemt de concentration en protéines au sein des
micro-gels les plus allongés s’est mis en placecd® corps du filament trés étiré légerement moins
riche en protéines que la zone terminale. Il esttar que les morphologies de filaments et de micro
gels existaient dans le gel ferme toutes orientéeticalement. A l'issue de I'étape de brassags, ce

structures n'ont pas été détruites et se trouvemtomientées.

Par allleurs, les propriétés rhéologiques des @i a mettre en lien avec ces microstructures
particulieres (Figure 70b). Ainsi, le spectre vislestique du gel acidifié avec 2,5% présente un

module visqueux supérieur au module élastique geunibles fréquences et une grande dépendance
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a la fréquence, typique d’'une solution macromoksicelet cohérent avec la présence d’'une phase
continue concentrée en guar. La présence de fitsamen de micro-gels allongés augmente
significativement les modules viscoélastiques dasscas des systéemes préparés a l'aide de 1% et
1,5% de GDL, bien que comportant également uneephastinue riche en guar. L’évolution des
spectres en fonction de la concentration en GDimpedonc de rendre compte de I'allongement des

micro-gels.

En s’appuyant sur la Figure 69 et sur la Figurel@pothése selon laquelle les cinétiques
relatives de séparation de phases et de gélificatédermineraient les propriétés des gels peut étre
discutée. D’apres les études du mélange lait / gu@y3% en milieu neutre, une structure sous la
forme d'une émulsion eau dans eau instable appdgsitles premieres minutes apres arrét du
mélange (Figure 54). Suite au mouvement brownigorfsant la collision des gouttelettes, celles-ci
coalescent et commencent a sédimenter (Foster, 98I7 ; Schorsch et al., 1999). Néanmoins, dans
le systéme acidifié avec 2,5% de GDL, la gélificatdes protéines intervient avant le début de la
séparation de phases macroscopique. De ce fagpléselettes liquides de petite taille ont été&dig
par la formation du gel en une dizaine de minua@ant que les phénomeénes de coalescence et de

sédimentation ne se produisent de fagon trop iraptet

Dans le cas des mélanges acidifiés avec 1% et 1b%Ugmpétition entre les processus de
gélification et de séparation de phases est gliwide la diversité de morphologies observées. Par
exemple, les gouttelettes contenues dans les systpréparés avec 1% et 1,5% de GDL ont eu le
temps de croitre par coalescence avant que ldcgélh ait eu lieu. Le procédé de sédimentation
dépend entre autres de la différence de densité kst deux phases et de la taille des particies.
outre, les gouttelettes des émulsions eau danscgdiiacilement déformables en raison de leurdaibl
tension interfaciale (Tolstoguzov, 2003). Ces éldmeontribuent a I'hypothése selon laquelle les
gouttelettes seraient suffisamment grandes et depser sédimenter, mais se déformeraient
simultanément, sous l'action de la gravité et/oul'dgitation thermique. Cette explication est
appuyée par le fait que la taille des filamentsnaemte lorsque le délai séparant le début de la
sédimentation et la gélification est élevé, tel daes le cas du mélange acidifié avec 1% de GDL.
Finalement, cet intervalle de temps permet a lactire d’évoluer avant d’étre figée au traversale |

gélification des protéines.
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[1.1.3. Effet de la cinétique de gélification sur les proggétés des gels a 0-0,5% de
guar

A partir de I'exemple du systéme lait / guar a 0,88difié avec trois concentrations de GDL
différentes, une réflexion concernant I'effet devitesse de gélification en présence d’'un phénoméne
de séparation de phases a pu étre initiée. Cettardbe a permis d'expliquer la mise en place de
structures particulieres et de les relier a leurgpétés rhéologiques (Figure 70a et b). En
complément, il convient de se questionner quarévmtuelle généralisation de ce phénomene a des
systemes présentant des cinétiques de séparatigphates différentes de cet exemple. Ainsi,
linfluence de la vitesse de gélification a été diéde dans les mélanges contenant différentes

proportions de guar, la gamme variant de 0 & 0,5%.

Avant d’étudier les propriétés des systemes migges gélification, les temps de début de
sédimentation des gouttelettes et de formation adeduche de sédiment sont précisés sur la
Figure 71. Pour rappel, ceux-ci ont été obtenus tesxmélanges non acidifiés a partir de la cinétiq
de Arétrodiffusion dans le bas du tube (Figure 60).dd#urs, les temps correspondant a I'obtention
du pH de 5,2, suite a I'ajout de 1, 1,5 ou 2,5%@H. dans le lait, sont représentés en pointillés. D
maniére conjointe a ce qui avait été observé silidare 61b, une nette diminution du temps de
sédimentation se produit entre 0,1% et 0,15% de gluest attribuée a une intensification de ladorc
de déplétion-floculation. Cependant, les tempséditnsentation des gouttelettes et de formation de la
couche de sédiment tendent a augmenter signiferagwnt lorsque la concentration en guar est
supérieure a 0,2%. Ce résultat apparait lui ausaiceord avec ce qui a été décrit auparavant &t peu
étre interprété par une augmentation de la vise@®@ts mélanges, freinant la séparation de phases a

mesure que la concentration en guar augmente.
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Figure 71: Temps de début de sédimentation des gouttelettds formation de la couche de sédiment de métang
lait / guar de 0,1% a 0,4%. Les temps de formadiogel a partir d’un lait acidifié avec 1%, 1,5% 6% de GDL
a 43°C sont précisés en pointillés.

En fonction du temps de gélification et donc dedacentration en GDL ajoutée au mélange,
trois cas sont a distinguer. La premiére situationcerne I'acidification menée avec 2,5% de GDL
pour laquelle aucun des mélanges n'a la possibilééformer une couche de sédiment avant
d’atteindre le pH critigue de gélification. Seul aébut de coalescence et de sédimentation de
quelques gouttelettes se situant dans la partiériénfre du tube peut se produire avant leur
geélification pour des concentrations compriseseeiit 5% et 0,3%. En revanche, I'acidification des
systemes avec 1,5% constitue un cas plus comexeffet, aux extrémes de concentration en guar,
la faible force de déplétion ou la viscosité éledéemélange ne permettent pas la formation d'une
couche de sédiment avant la gélification. Pourategentrations en guar intermédiaires, comprises
entre 0,15% et 0,3%, la sédimentation de nombregymattelettes a débuté lorsque la gélification des
protéines intervient. Le dernier cas a considéseras en ceuvre lors de I'utilisation de 1% de GDL.
Il conduit aux mémes observations que le cas ddanges acidifies avec 1,5% de GDL, avec
toutefois une ampleur de sédimentation bien plupomante, en raison du temps plus élevé

nécessaire a la gélification.
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De la méme maniere que dans le cas du mélangé dmiar a 0,3% acidifié a différentes
vitesses, l'effet d’'une variation de la cinétiquéaaidification au regard de la cinétique de
sédimentation peut conduire a des modifications plepriétés des gels fermes et brassés. La
Figure 72 présente I'évolution de la fraction densgeant dans les gels fermes acidifiés avec 1, 1,5
ou 2,5% de GDL en fonction de la concentration @ar gles valeurs obtenues dans les mélanges lait /
guar non acidifiés étant rappelées en pointillésell@ que soit la concentration en GDL ajoutée et
donc la vitesse de gélification, une augmentatiopartante de la hauteur de surnageant suivie d’'un
maximum local est mise en évidence dans les gelsefe contenant une concentration en guar
inférieure ou égale a 0,1%. Toutefois, des difféesnapparaissent lorsque la concentration en guar
est comprise entre 0,1 et 0,25%. D’une part, leimam local de hauteur de surnageant observé pour
0,1% de guar est d’autant plus important que leceoimation en GDL est faible. D’autre part, il
s’étend sur une gamme de concentrations en guarlanige pour une faible vitesse de gélification.
Aux concentrations en guar élevées, le comportemergeparation de phases est similaire pour les
trois concentrations en GDL et se caractérise par diminution importante de la fraction de

surnageant a mesure que la concentration en polysades augmente.

1,0 L L € 0% GDL

] ] m 1% GDL
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Figure 72 : Hauteurs relatives de surnageant des gels fecorgnant de 0% a 0,5% de guar acidifiés avec 1%,
1,5% ou 2,5% de GDL a 43°C. Les hauteurs relatileesurnageant des mélanges lait / guar de 0% a @yéaues
apres 4 h a 43°C sont rappelées en pointillés.
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A partir de la Figure 71 indiquant les temps rédatie séparation de phases et de gélification
des systémes contenant de 0 a 0,5% de guar, ilesdrde rappeler que plus la concentration en GDL
augmente, donc plus le temps nécessaire a la cgéiliin des protéines diminue, moins la
sédimentation peut s'opérer au sein des mélangeph€nomene peut expliquer les différences du
pic de la fraction de surnageant a 0,1% de guagreéss entre les diverses concentrations en GDL.
Ainsi, la micro-séparation de phases a l'origindalsynérese serait de plus grande ampleur lorsque
la gélification interviendrait tardivement, tel qdans le cas des gels acidifiés avec 1% de GDL. En
revanche, le blocage de la séparation de phasetatdrnlans les gels contenant de 0,2% a 0,5% de
guar par rapport aux mélanges non acidifiés speaitdépendant de la vitesse de gélification. Dans ¢
cas, I'effet de la vitesse de gélification peutétrasqué par le ralentissement de la sédimentgisn
gouttelettes du fait de la viscosité importantelal@hase continue riche en guar. Cette hypothése
mérite toutefois d’étre validée par une étude cémgntaire des microstructures et des propriétés

rhéologiques des gels aprés brassage.

Les microstructures des gels brassés contenantad@, ®% de guar et acidifiés avec 1, 1,5 ou
2,5% de GDL sont montrées sur la Figure 73. Ledépres marquées avec le rouge de Nil
apparaissent dans les zones claires. Par contlastepones sombres permettent de localiser le guar

et/ou le lactosérum.

Les images correspondant aux systemes acidifi€s1a886 de GDL peuvent étre mises en lien
avec les images de microscopie confocale obtenwes pette méme vitesse d’acidification
(Figure 65). Elles constituent en effet une illagbn de la transition, lorsque la concentratiorgear
augmente de 0 a 0,5%, d'un systeme homogéne aseauélus poreux, puis a un ensemble de
micro-gels allongés puis sphériques. Cette évaiudies microstructures est également constatée dans
les mélanges contenant 1% et 2,5% de GDL. Toute&iig transition a lieu avec un décalage a des
concentrations en guar de plus en plus faiblesglar la concentration en GDL augmente de 1% a
2,5%. A titre d’exemple, la morphologie sous fordeefilaments apparait des I'ajout de 0,1% de guar
pour une concentration en GDL de 2,5%, alors ge’'elest observée qu’'a partir de 0,15% pour des

concentrations en GDL plus faibles.
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0,15% 0,25% 0,3% 0,5%

Figure 73: Microstructure observée en épifluorescence L 2s gels brassés contenant de 0% a 0,5% de gddiéa avec 1%, 1,5% ou 2,5% de GDL a
43°C. Les concentrations en guar sont indiquéetadiigure. La barre représente 200 um. Les gadsgmtant des structures fibrillaires de taille ttgvée ont
été brassés par passage a travers les deux tuyaux.
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Sur la base des images des gels acides brassési@bn microscopie optique, un calcul des
dimensions géométriques des micro-gels enrichjgret¢ines a été effectué. La longueur et le rapport
de la longueur sur la largeur ont ainsi été déteéspour les systemes acidifiés avec 1, 1,5 et 2,5%
de GDL, présentant des micro-gels sous la formgattelettes, en fonction de la concentration en
guar (Figure 74a et b).
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Figure 74 : (a) Longueurs ; (b) Rapports de la longukwsur la largeut des micro-gels au sein des gels brassés
contenant de 0,1% a 0,5% de guar acidifiés avecl]8% ou 2,5% de GDL a 43°C. Les barres d’erreprésentées
correspondent a des mesures réalisées en triptiesiéchantillons différents.

De maniére générale, la longueur des micro-geligues et le rapport de la longueur sur la
largeur passent par un maximum (Figure 74a et hx éxtrémes de concentrations en guar, les
structures tendent vers une forme sphérique cais@épar un rapport de la longueur sur la largeur
proche de 1 et ce, quelle que soit la concentraioiGDL (Figure 74b). Entre 0,15% et 0,35% de
guar, les dimensions des structures analysees embikes comportements différents selon la quantité
de GDL utilisée. Plus la vitesse de gélificatioh fahble, plus la longueur maximale et le rappait L
augmente, ceci étant particuliérement vrai pourgkds acidifiés avec 1% de GDL pour lesquels les
micro-gels mesurent jusqu’a pres de 350 um. Peauedl, le décalage de la transition de micro-gels
allongés a sphériques observé en microscopie Bu@@écence a des concentrations en guar de plus
en plus faibles, lorsque la concentration en GDgnaente de 1% a 2,5%, est également constaté
pour I'évolution de la taille des micro-gels. Alogsie la longueur maximale est observée a une
concentration en guar de 0,2% pour les gels aégldvec 1,5 et 2,5% de GDL, ce maximum apparait
vers 0,3% de guar lorsque la vitesse de gélifinagist plus lente. Il est & noter que les écartstype

importants refletent la grande polydispersité dégargels, ce qui est également observable sur les
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images de microscopie confocale (Figure 70a). Antre@e, cet écart-type est tres réduit aux

extrémes de concentration en guar lorsque les mgeloont une forme plus sphérique.

En modifiant la vitesse de gélification, des mitnostures diverses peuvent étre obtenues.
D’une part, dans les systémes pour lesquels urauégmtéique continu est maintenu, la micro-
seéparation de phases, générant une porosité esynéeese, est d’autant moins importante que la
gélification intervient rapidement. D’'autre paets|iphénoménes en jeu se complexifient lorsqu’une
structuration sous la forme de gouttelettes appamir des concentrations en guar supeérieures ou
égales a 0,15%. En effet, I'évolution des gouttetetavant leur gélification dépend de plusieurs
parametres, le plus souvent difficlement mesumaldé contrélables : la force de déplétion, la
viscosité de la phase continue ou encore la tensiterfaciale. Ceux-ci dictent la taille et la
deformabilité des gouttelettes en favorisant l@alescence et/ou leur sédimentation. La gélificatio
des protéines provoque un arrét instantané dellifon des structures. Ce meécanisme suggere que
les morphologies sont gouvernées par la vitessegdldication du mélange. Cependant, ce
phénoméne n’'est applicable que dans le cas densst@résentant une viscosité particuliere,
permettant une évolution des structures. Ainsiuaugffet de la vitesse de gélification n’est mis en

evidence dans les systemes contenant des concamgran guar supérieures a 0,4%.

De maniere a compléter les observations microscegigles gels mixtes acides, une étude des
propriétés rhéologiques de ces gels apres brassagemenée. La Figure 75 présente I'évolution de
tand a 0,5 Hz de gels brassés acidifiés avec 1, 15%% de GDL en fonction de la concentration
en guar. Pour les trois concentrations en GDLsé#ls, la valeur de ta@rest proche de 0,3 aux faibles
concentrations en guar, mais augmente de manigndicative entre 0,2% et 0,3% de guar, signe
d’'une transition d’'un systéme structuré vers urtesye possédant majoritairement des propriétés
liquides viscoélastiques. Lorsque la concentrat@n guar est supérieure a 0,3%, une légere
diminution de la valeur de tamest constatée. Il est a noter qu’aucune influelecka concentration
en GDL ne se déegage pour les systemes contenamsndei 0,2% ou plus de 0,4% de guar.
Néanmoins, la transition de té&nse produit pour une concentration en guar pluddaiorsque la

concentration en GDL augmente de 1 a 2,5%.
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Figure 75: Evolution de ta® a 0,5 Hz a 4°C des gels brassés contenant de @%@de guar acidifiés avec 1%,
1,5% ou 2,5% de GDL a 43°C

Ce décalage de tab peut s’expliquer par le méme phénomene précédemd@mmit pour
expliquer les évolutions des microstructures sddovitesse d’acidification : la compétition entee |
seédimentation des gouttelettes et leur gélificatibfaugmentation du temps nécessaire a la
gélification provoque un allongement des micro-geistribuant, au travers de leur enchevétrement, a
la faible valeur de tad. Au contraire, le blocage de I'évolution des gelgttes a un stade précoce
génere la formation de petits micro-gels dispedass une phase continue riche en guar possédant

essentiellement des propriétés liquides.
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Finalement, la variation de la vitesse de gélifaatontribue a modifier les propriétés des gels
fermes et brassés enrichis en guar dans deux dasufsers. Lorsque le réseau protéique est continu
les conséquences du phénoméne de déplétion-flmrulabnt d’autant plus importantes que| la
gélification est retardée. Ceci se traduit par angmentation de la micro-séparation de phases a
I'origine d’'une synérese dans la matrice protéiduesecond cas concerne les systemes strugturés
sous la forme d’émulsions eau dans eau qui suhisseprocessus de gélification. Les conditions
permettant la sédimentation des gouttelettes dotéed par les paramétres de la loi de Stokes, mais
aussi par les propriétés physiques des gouttelattles que leur tension interfaciale. La
microstructure résultante est issue d'un équilisubtil entre le temps de sédimentation des
gouttelettes et leur gélification, I'allongementsdgouttelettes étant vraisemblablement réalise au

travers des forces de gravité et/ou de I'agitati@mmique.

II.2. Effet de la cinétique de séparation de phases sigs propriétés
des gels acides brassés
En condition de repos, les gouttelettes des émdsieau dans eau peuvent se relaxer
spontanément sous une forme sphérique. Seule itafiph d’'une déformation contr6lée permet
I'allongement des gouttelettes sans provoquerngpture (Frith, 2010 ; Tolstoguzov, 1986). Afin de
confirmer I'hypothése selon laquelle la formatiom mhicro-gels allongés releverait essentiellement
d’'un effet de la gravité, un mélange lait / gud,3% a été acidifié au sein d’une centrifugeuse sou
un champ gravitationnel de 2,5 g, la gélificatioyarst donc eu lieu tout en maintenant la force
centrifuge. Le choix de l'intensité de la force téduge a été réalisé de maniére a accélérer ¢essat

de sédimentation du systeme tout en limitant lmédron d’'une couche de sédiment.

La microstructure et les propriétés viscoélastigdesgel brassé fabriqué sous une force de
centrifugation constante de 2,5 g ont été compagéeslles du gel fabriqué sans application d’un
champ gravitationnel supplémentaire, les gels camttous deux 0,3% de guar et étant acidifiés
avec 1,5% de GDL a 43°C (Figure 76a et b).
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Figure 76 : (a) Microstructure observée en microscopie coalfo & balayage laser a 20°C; (b) Spectres
viscoélastiques a 4°C des gels brassés conterz®it de guar acidifiés avec 1,5% de GDL a 43°C saowsfarce
centrifuge de 1 g ou 2,5 gi() G’, () G”). Les gels ont été brassés par passage argdes deux tuyaux. La barre
représente 100 um.

De longs filaments compris entre 100 et 400 pmets#s dans une phase continue enrichie en
guar sont produits sous une centrifugation a 2a%s que de plus petits flaments en mélange avec
des micro-gels déformés sont observés en abseune dtcélération centrifuge supplémentaire (1 g).
Par ailleurs, le gel brassé fabriqué sans forcdribege additionnelle présente des propriétés
intermédiaires entre un systeme liquide et solidecontraire, les propriétés viscoélastiques du gel
brassé produit au sein de la centrifugeuse somjugp d’'un systéme structuré, avec le module G’
supérieur au module G” sur I'ensemble de la gantedréquence étudiée. Ainsi, la présence de
longs filaments enchevétrés contribue de manigpeifiiative aux propriétés viscoélastiques de ce

systeme.

Puisque les systémes fabriqués en présence oucabdeme force centrifuge possédent les
mémes concentrations en polymeres, ces melangéssomis a la méme force de déplétion. En
revanche, I'ajout d’'un champ gravitationnel de g,%accélére de maniere importante la vitesse de

sedimentation des gouttelettes avant leur blocaggéddification acide des protéines.

Lors de I'application d'un cisaillement, I'allongemt des gouttelettes des émulsions eau dans

eau dépend, outre l'intensité de la déformationndquilibre entre la coalescence des gouttelettes
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leur rupture par instabilitt de Rayleigh (van Pugleeet al., 2003 ; Butler & Heppenstall-Bultler,

2003). Dans les systemes étudiés en I'absencerde éentrifuge supplémentaire, la rupture des
gouttelettes semble minoritaire voire inexistameaason de la viscosité élevée de la phase cantinu

mais surtout du cisaillement infime généré parddiraentation des gouttelettes. Comme observé
précédemment (Figure 65, Figure 70 et Figure #63ofps des micro-gels les plus allongés apparait
plus sombre que leur zone terminale en raison dagmeentration en protéines moins élevée. Ce
résultat appuie I'’hypothése selon laquelle chadamént est issu d’une unique gouttelette originale
qui s’est allongée a différents degrés sous I'actiune force de gravité naturelle ou accélérée par

centrifugation avant d’étre figée en I'état pagéification.

[1l. CONCLUSION

Le comportement des mélanges lait / guar a étéiétr premier lieu en conditions non
acidifiées. Sur la base d'études microscopiqueé@blogiques, il a été montré que I'ajout d'une
concentration en guar supérieure ou égale a 0,Gi le lait conduit a un phénoméne de déplétion-
floculation des protéines. Ce processus induit stnecturation du systeme sous la forme d'une
émulsion eau dans eau, instable et conduisant aydésmes a phases séparées macroscopiqguement
dans un délai de 4 h pour des concentrations enigféaieures ou égales a 0,4%. En milieu acidifié,
la gélification acide des protéines intervient canam événement perturbateur de la séparation de
phases. Ainsi, une succession de microstructuregellemixtes acides brassés a été observée pour
des concentrations en guar croissantes : un régseméique homogeéne qui se densifie, puis la
formation de longs filaments enchevétrés, des rete allongés et sphériques de nature protéique et
a I'état gélifié.

En outre, un mécanisme de compétition entre le @héne de séparation de phases et de
gélification a été mis en évidence en modifianvitesse de gélification. Accélérer ou ralentir le
temps de gélification détermine la possibilité @kexion des gouttelettes, avant que la gélification
acide des protéines ne fige le systéme. A l'aideatee démarche, une variété de morphologies de
micro-gels avec des caracteéristiques bien définigmi étre créée, allant de longs filaments d'une
taille proche de 400 pum a des micro-gels sphérigdasiviron 20 um. Une expérience
complémentaire de fabrication d’un gel au sein d'wentrifugeuse a permis de relier le degré
d’allongement des micro-gels a un effet de gravitétefois un effet de I'agitation thermique poitrra

également y contribuer. Ce point sera abordé el ditns le chapitre 5.

118



Chapitre 4 : Mélanges lait / xanthane avant etsagéification

Chapitre 4 : Mélanges lait / xanthane avant et apre
gélification

Les résultats précedents, concernant les systéaites guar en milieu neutre ou acidifie,
peuvent servir de base a I'étude d’'un mélange amtlwn autre polysaccharide d’intérét dans les
produits laitiers : la gomme xanthane. D’un poirg due physico-chimique, des différences
fondamentales existent entre ces deux polyméreprgaentent entre autres, une structure primaire,
une masse moléculaire, mais également une deresithatges différentes (Tableau 9). L’'ensemble
de ces parameétres physico-chimiques influence clenfanajeure les phénomeénes de séparation de
phases (Bourriot et al., 1999b ; Tuinier et al.0@0 Partant de ce constat, la Figure 77 illustee |
potentiels zéta, représentatifs de la charge gtotbes molécules, de solutions de guar et de xamthan

en fonction de la force ionique du milieu.
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Figure 77: Potentiel zéta de solutions a 0,05% de xantHamg et de guar @) a pH 6,8 en fonction de la
concentration en NaCl a 25°C

Contrairement au guar, proche de la neutralitélguple soit la force ionique du milieu, la
charge des molécules de xanthane dépend de lantoata@n en NaCl. En absence de sel, le xanthane
est nettement chargé négativement en raison désamce de groupements carboxyliques. Toutefois,
une diminution importante du potentiel zéta dedmtion de xanthane est mise en évidence lors de
I'ajout de sel, traduisant un effet notable, maigipl, d’écrantage des charges dés 0,1 M de NaiCl g

correspond a la force ionique du lait. Ceci meluemére le caractere anionique du xanthane qui pose
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la question d’éventuelles interactions avec lesgmes de lait, a la fois en milieu neutre et ehiemi

acidifié, mais également d’un effet d’écrantagelaparésence d’ions.

Par ailleurs, le volume occupé par les chaineppdsaccharides peut largement moduler les
phénoménes de séparation de phases (Bourriot &98Bb ; Tuinier et al., 2000).
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Figure 78: Viscosité intrinseéque déterminée a I'aide dgudtion de Huggins d’une solution de xanthame €t de
guar (@) a 43°C en fonction de la force ionique. Les visiEs intrinséques des solutions de xanthane ai¢dgnt
été déterminées a l'aide des équations n°l, 2dg JFanglertpaibul et Rao (Figure 48b) (Tanglertphit Rao,
1987)

L’échantillon de guar utilisé dans ce travail préseune viscosité intrinséque d’environ
11 dL.g* a0 M et 0,1 M NaCl (Figure 78) ce qui est trébésent avec la littérature (Bourriot et al.,
1999b). La mesure de viscosité intrinseque de #atiton de xanthane est plus compliquée a réaliser
en raison d’'une augmentation du volume hydrodynaenmccupé par les chaines lorsque la solution
devient de plus en plus diluée. En utilisant I'égrade Huggins, une valeur d’environ 100 dt a
été obtenue. Cependant, l'utilisation de I'équatienHuggins risque de conduire a une surestimation
de la viscosité intrinséque a trés faible forceqoa. Trois équations proposées par Tanglertpa@bul
Rao (1987) ont donc été utilisées dans ces mémmebtioms de force ionique et donnent des valeurs
du méme ordre de grandeur et dans tous les casadEOSois supérieures a celle du guar. A forte
force ionique, l'effet polyélectrolytique du xanttea est écranté et devient alors négligeable. La
valeur moyenne de viscosité intrinseque de I'échamtde xanthane utilisé dans ce travail a
néanmoins été calculée a 0,1 M NacCl afin de seepldans les conditions de force ionique du lait.
Elle est de 70 dL:§+ 10 20,1 M NaCl.
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L’addition d’'une faible quantité de sel provoqueeifet d’écrantage des charges (Figure 77) et
une légere contraction de la molécule qui adopeeaamformation de type semi-étendu (‘worm-like’)
(Higiro et al., 2007 ; Muller et al., 1986), ce @xplique cette diminution de viscosité intrinséqilie
est a noter que certains auteurs constatent &t$evune augmentation de la viscosité intrinseque

quand la force ionique augmente, suite a la fownatd’'un grand nombre d’associations

intermoléculaires (Jamieson et al., 1982 ; Soutkwtal., 1980).

La viscosité intrinseque du xanthane est donc aasriofois supérieure a celle du guar et ce,
guelle que soit la force ionique. Ces résultatsjlaires a ceux rapportés dans la littérature pms
solutions de xanthane et de galactomannanes (€uvéR®88 ; Launay et al., 1997), traduisent le
grand volume hydrodynamique occupé par les chaleesanthane, conséquence de leur rigidité trés

élevée liée a la conformation en hélice qu’elles sapables d’adopter.

Finalement, la présence de charges négatives qimsila grande rigidité de la chaine de
xanthane sont deux paramétres clés a prendre esidéomtion pour la compréhension des

phénoménes de séparation de phases entre leqpsoti& lait et le xanthane.

L'objectif de ce chapitre est d’étudier le comporent de phases, la microstructure et les
propriétés rhéologiques des mélanges lait / xaetheam milieu neutre et en milieu acidifié.
L’ensemble des résultats présentés a fait I'objet discussions sur la base de I'existence
d’interactions associatives entre le xanthaneseptetéines de lait. Dans ce cadre, les iota- gp&a
carraghénanes chargés négativement et le guaeranitété utilisés ponctuellement comme élément

de comparaison (Tableau 9).

|. EXISTENCE D' INTERACTIONS ASSOCIATIVES ENTRE PROTEINES DE LAITE T
XANTHANE ?

Afin de mettre en évidence d’éventuelles interatiou xanthane avec les protéines de lait,
une méthode spectrophotométrique a l'aide du bleundthylene a été utilisée (Figure 52). La
comparaison du comportement des protéines en mesiendeux autres polysaccharides, le guar non
chargé et le carraghénane chargé négativementraspe’étayer les hypotheses d’interactions. Par
ailleurs, l'intensité des interactions associatidépend largement de certains facteurs tels que la
force ionique ou la densité de charges respectvehdque polymére susceptible d’interagir. Par une
modification du pH du milieu, un renforcement désaations €lectrostatiques entre les protéines de
lait et les polysaccharides chargés peut avoir hetamment au voisinage du point isoélectrique des

protéines.

121



Chapitre 4 : Mélanges lait / xanthane avant etsagéification

Cette partie des résultats a fait I'objet d'un article soumis pour publication dansFood
Hydrocolloids.
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Abstract

Interactions between xanthan gum, carrageenan,gguarand milk protein were studied under
various conditions of ionic strengths, temperatarel pH. The proposed methodology was to
examine the associative interactions by using ehylete blue (MB) spectrophotometric method
combined with data analysis by a chemometric mettadependent Components Analysis (ICA)
simplified the interpretation of the spectrophotdmeeresults by decomposing absorbance spectral
data into “pure signals” that could be related bernical compounds. Addition of milk protein to
MB / xanthan gum or carrageenan solution gave tisspectral changes indicating electrostatic
interactions between positively charged regionsiitk protein and anionic polysaccharides at neutral
pH and low ionic strength. Thus, it has been shtvan negative polysaccharides are able to interact
with milk proteins only in absence of NaCl. On tbéher hand, it was shown that no attractive
interactions were established in neutral guar gumilk protein systems, which highlighted the
contribution of the charge density to the intex@tsi Through acidification, associative interacdion
between xanthan gum and milk proteins were stroeglyanced as shown by changes in the IC
proportions. Therefore, ICA proved to be an effitietool to facilitate interpretation of
spectrophotometric data and identify associatiteractions.

Keywords: Chemical physics; Mixed systems; IndegetdComponents Analysis; Methylene
blue
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1. Introduction

The control of interactions between the differemgredients involved in formulated foods is a
key problem in regard to the overall texture anabiity of the products. When proteins and
polysaccharides are mixed, the normal tendencyh®itwo polymers is to demix. Depending on the
affinity between the different biopolymers and swvent, the interactions can be segregative (the
biopolymers repel each other) or associative (tlepdbymers attract one another) (Tolstoguzov,
1995; Syrbe et al., 1998; Doublier et al., 2000;Kdlaif & Tuinier, 2001; Corredig et al., 2011).
Generally, associative interactions are the resulet electrostatic interactions between the pelgn
carrying opposite charges and thus are stronglgctdtl by the charge density of the two
biopolymers, the pH and the ionic strength (de KrWeinbreck, & de Vries, 2004; Schmitt &
Turgeon, 2007).

At neutral pH, repulsive interactions between thebally negatively charged casein micelles
and negatively charged polysaccharides would bec®d. However, associative interactions could
exist between a “positive patch”, situated betweaesidues 97 and 112 of tlkecasein and the
negative sulphated groups of carrageenan (Snoewn &975; Snoeren, 1976; Garnier et al., 2003).
In contrast, the mechanism classically describedthie literature for low charged or neutral
polysaccharides / casein micelles mixtures is aegggive phase separation, thus involving no
electrostatic interactions (Bourriot et al., 199%ijnier et al., 2000; Hemar et al., 2001; Bhaalet
2006; Aichinger et al., 2007).

Upon lowering the pH, the electrostatic repulsidthe less negatively charged casein micelles
is modified and their point of zero charge is reathlose to pH 4.6. Therefore, adsorption of aioni
polysaccharides on casein micelles strongly dependsH, as has been shown in the case of pectin
(Maroziene & de Kruif, 2000; Tuinier et al., 2002grboxymethylcellulose (Du et al., 2007) or
xanthan gum (Kobori et al., 2009). Recent stud@sehshown the formation of soluble complexes
between whey proteins and anionic polysaccharigdes @hen the pH is close to neutral (Benichou
et al., 2007; Koupantsis & Kiosseoglou, 2009). Heere electrostatic interactions between casein
micelles and carboxylated polysaccharides sucraathan gum above the isoelectric point of casein

micelles remain undetermined.

The interactions of proteins with polysaccharidesalution have been previously investigated
using visible absorption spectroscopy in a mettg/lelue (MB) solution (Snoeren, 1976; Michon et

al., 2002). In dilute aqueous solution, the absonpspectrum of planar cationic MB is characterized
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by a sharp peak at 664 nm and a slight secondaylddr at 610 nm (Gurov et al., 1988; Tafulo et
al., 2009). When an anionic polysaccharide is addelde MB solution, the peak at 664 nm decreases
and a new absorption band appears, which corresponehetachromatic complexes (Schoenberg &
Moore, 1964; Shirai et al., 1977; Nandini & VisHadhi, 2011). It should be noted that the spectral
changes are a consequence of a precise orientdti@ighboring dye molecules and reflect the steric
arrangement of the polar residues on the macromielebat are available for interaction with the
dye. Therefore, the binding process depends orspotharide conformation and charge density as
well as environmental conditions such as ionicrgjtle or temperature (Shirai et al., 1977). When
increasing the temperature, and thus the thermishtiag, the lifetime of the long-range force
interactions with water molecules is higher, anatistically, a higher number of methylene blue

molecules are aligned and form metachromatic coxegléMichon et al., 2002).

If a protein, interacting associatively with polgsharides, is introduced into a MB / anionic
polysaccharide solution, it will compete with thationic MB molecules and bind preferably to
anionic polysaccharides. As a consequence, thaselef the free MB molecules increases the peak
at 664 nm while the metachromatic peak decreassiaguhis method, interactions between gelatin
or casein micelles and carrageenan (Michon e2@D0; Michon et al., 2002; Garnier et al., 2003), o
whey protein/ xanthan gum, carboxymethylcellulageA-carrageenan (Benichou et al., 2007,

Koupantsis & Kiosseoglou, 2009; Perez et al., 2028 well been demonstrated.

The interpretation of spectrophotometric data isnetimes complex and is often more
qualitative than quantitative. Several chemomems can be used for the treatment of chemical
data such as Principal Components Analysis (PCAhdependent Components Analysis (ICA).
Similarly to PCA, ICA is based on the constructioh latent variables, called Independent
Components (ICs), which are linear combinationshef original variables. The main advantage of
this method compared with PCA is that it aims ttraot “pure signals” and their proportions from
mixtures which means that the resulting latentaldes are easier to interpret (Hyvarinen & Oja,
2000; Stone, 2004; Rutledge & Jouan-Rimbaud Bowsgere2013).

The objective of the current study was to use antgmeetric tool to examine the interactions
between milk protein and different polysaccharidesler various conditions on the basis of
spectrophotometric analysis. The first part of thegper focuses on the detection of interactions
depending on the type of polysaccharide. In thersg@art, ICA was performed to understand the
effect of various factors on interactions suchyge tof milk protein, ionic strength, temperature or
pH.
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2. Materials and methods
2.1. Materials

Xanthan gum (Satiaxane), guar gum (Viscogum MP) #td-carrageenan (HMR) were
supplied by Cargill (Baupte, France). The samplesewused without purification. Methylene blue
was purchased from Merck (Darmstadt, Germany) hadyluconod-lactone (GDL) from Sigma (St
Louis, MO, USA). A methylene blue (MB) solution Wwita concentration of about 0.0008 wt% was
prepared by dissolving the correct amount in Milliwater (made by reverse osmosis followed by
filtration through a Milli-Q apparatus) and stirgirfior 1 h at room temperature. Its concentratios wa
adjusted so that its optical density at 664 nm belsw 2. The same methylene blue solution was
used for all the results described in this paper.

Casein micelles (CM) were purified by tangentiatrafiltration followed by purification
through water diafiltration, and then freeze-dr{f®dRA Rennes, France). CM (1 wt%) was dispersed
in 0.1 M NaCl at 20°C and pH 7 under stirring fam$ and then sonicated for 8 min at 50 W.

Low-heat skim milk powder was kindly provided bygiedia (Arras, France). Skim milk
(3.3 wi% proteins) was prepared by dissolving shiitk powder in Milli-Q water using a magnetic
stirrer for 1 h at room temperature. The reconsduskim milk was then left to fully hydrate

overnight in a refrigerator.
2.2. Methods
2.2.1. Preparation of biopolymer mixtures

Methylene blue (MB) / polysaccharide (xanthan guf) @Quar gum (G) or iota-carrageenan
(C)) solutions were prepared by adding the polysaide (0.002 wt%) to MB solutions under
stirring at 70°C for 30 minutes. The same thermedtment was applied to the MB solution without
polysaccharide. Then, the pH value was adjust&dusing a 1 M NaOH solution.

Methylene blue (MB) / polysaccharide / casein mél(CM) or milk protein (MP) were
prepared by adding casein micelles or milk proteinthe MB / polysaccharide solutions at a final
protein concentration of 0.005 wt%. lonic strengthall the mixtures was adjusted at 25°C in the
range of 0-0.1 M by addition of the required amoohNaCl under stirring for 5 minutes. Table 11
shows the experimental domain tested for eachifacto

125



Chapitre 4 : Mélanges lait / xanthane avant etsagéification

Gluconoé-lactone (GDL) was added to some mixtures contginanthan gum at 25°C to
lower the pH gradually, so as to mimic the fermBaibaprocess. During the acidification process, the
sample was transferred into a spectrophotometnvettel and the pH of the sample was measured

during the corresponding spectrophotometric measemnée

The spectrophotometric measurements were performda Carry 100 spectrophotometer
(Varian, France) set at a spectral resolution oin®2 and fitted with a multi-cuvettes Peltier block
thermostated at0.2°C. Optical density sweeps as a function ofwaeelength in the range 450-
750 nm were performed at 25, 43 or 70°C after bsafg for 30 minutes at the chosen temperature.
All measurements were performed in the optical igmange of 0-2 where a linear response was

obtained. The accuracy of the optical density mesgmsants was 0.001.
2.2.2. Experimental design

Two different studies were conducted and analyzgshistely by ICA. Five experimental
factors were evaluated for Study 1 and 2. TableHdlws the experimental levels used for each factor

and study considered.

Table 11.Experimental domains for all the studied factord for Study 1 or 2.

Experimental domains

Factors

Study 1 Study 2

. Guar gum (G); Xanthan gum (X);Guar gum (G); Xanthan gum

Type of polysaccharide lota-carrageenan (C) (X); lota-carrageenan (C)
lonic strength (M NaCl)  0; 0.02; 0.1 0;0.1
Temperature (°C) 25;43; 70 25
Type of milk proteins (Cl\j‘;()am micelles (CM); Milk protelnM”k protein (MP)
pH 7 4.3-7

2.2.3. Chemometric methods

The spectral data were analysed by Independent @oenps Analysis (ICA).This method aims
at extracting the pure spectra from a set of mexspectra, as well as the proportions in which they
are mixed. It was developed in the field of sigmahtment, but is now applied in other fields, sash
the chemometric analysis of spectral data. In laceach extracted independent component (IC)
corresponds to the "pure signal" characterisingndependent phenomenon. Therefore, the number
of ICs to extract is a crucial and critical choidevo methods have been proposed recently to

determine the number of ICs in a given data saigiddRimbaud Bouveresse et al., 2012); Thwa-
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by-Blocksmethod splits the data into 2 or more represemajroups, and calculates several ICA
models in each block, with different number of IEsr each model, the correlations between all ICs
of one block and all ICs of the other block(s) eatculated, and the model with the largest numiber o
ICs where all ICs of one block are highly correthte another IC in the other block(s) is considered
as optimal; The method based on Dwrbin-Watsoncriterion calculates different ICA model with
the whole data set, and reconstructs the specthaesch of them. These are then used to calculate
the residual matrices between the original datatbadifferent reconstructed data sets. The largest
number of ICs for which the signal-to-noise rats, determined by the Durbin-Watson criterion
(Rutledge & Barros, 2002), in the residual matricekigh is considered as the optimal number. It
was shown that the two methods yield similar resdiut they bring different (and thus additional)

information.
3. Results and discussion
3.1. Effect of type of polysaccharide on casein nalte / polysaccharide interactions

3.1.1. Type of polysaccharide and protein effeatsnethylene blue spectra

The absorption spectra of methylene blue (MB) antktures of MB with various

polysaccharides solutions are shown in Figure 79a.
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Figure 79. Spectra of methylene blue (MB) solution (0.0008a)at 25°C, 0 M NacCl, pH 7. (a) Without addition of
polysaccharides (Without PS), or effect of addir@d2 wt% guar gum (G), carrageenan (C) or xanthen X); (b)
Effect of adding 0.005 wt% casein micelles (CM)ratk protein (MP).

Addition of guar gum to MB solution was not accomiga by any noticeable changes in the

MB spectrum. It is clear that neutral guar gum wlad interact with the cationic MB molecules. On
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the contrary, when iota-carrageenan was introducetie aqueous MB solution, the characteristic
MB peak at 664 nm almost disappeared and a nemdtigieak at 554 nm formed. Consistent with
previous studies (Snoeren, 1976; Michon et al.,7)9%e change in the spectra can be attributed to
the association of MB molecules with iota-carrageersulphated groups and the formation of
metachromatic complexes composed of bound dye mleecconjugated through links with
surrounding water molecules. Xanthan gum consttude intermediate case with a noticeable
decrease of the absorbance peak at 664 nm andesenpe of two shoulders at 567 nm and 610 nm.
The shoulder at 567 nm can be related to the foomaif MB metachromatic complexes which
means that MB molecules may fix on xanthan gumrmsh#irough electrostatic interactions at this
low ionic strength. The remaining peak at 664 nmesponded to free MB molecules in the solution
and/or non-conjugated bound MB molecules. As theirgdon concentration of xanthan gum
molecules by the dye was determined to be aroud@b0nt% (Benichou et al., 2007), it seems that
the xanthan gum concentration was too low to fixte@ MB molecules on the xanthan gum chains.
Therefore, the presence of two MB spectral formdabe accounted for by the lower charge density
of xanthan gum compared to carrageenan, but alsaheydifferent types of charge and the
accessibility of the interacting groups (Doublieak, 2000).

The effect of casein micelles or milk proteins oB Bpectra was also studied (Figure 79b). The
addition of 0.005 wt% casein micelles led to a dase of 5% in the absorbance peak at 664 nm. The
contribution of milk proteins composed of 80% caseiicelles and 20% whey protein to the MB
spectra was more important, with a significant dase of absorbance at 664 nm and the appearance
of a small metachromatic peak at 554 nm. Since rpiikteins are globally negatively charged
electrolytes at pH 7, they could therefore interath the cationic MB molecules. Differences
between spectral changes upon addition of caseialles or milk protein may be due to the greater
interaction of the whey proteins with MB comparedcasein micelles which could be attributed to

differences in charge distribution.
3.1.2. Milk protein effects on MB spectra in thegence of polysaccharides

In order to determine whether protein / polysaccleainteractions took place, 0.005 wt%
casein micelles was introduced into a MB / 0.002owpolysaccharide solution as shown in

Figure 80a.
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Figure 80. (a) Effect of CM addition on MB without polysacctge (Without PS) or in mixture with 0.002 wt%
guar gum (G), carrageenan (C) or xanthan gum ®)AQED for MB / 0.005 wt% CM / without polysaccharide
(Without PS) or 0.002 wt% guar gum (G), carrageef@nor xanthan gum (X)XOD = ODyg(:polysaccharide)+ch—
ODuwg(+polysacchariddy at 25°C, 0 M NaCl, pH 7.

Addition of casein micelles caused an increasehef jeak at 664 nm for the MB / CM /
xanthan gum or carrageenan systems. However, apebtnges due to protein addition are difficult
to discriminate. Thus, an alternative represemntatb these data can be given by subtracting the
optical density spectrum obtained for MB / polyssrides from that obtained upon addition of
0.005 wt% casein micelles (Michon et al., 2000; r&ar et al., 2003)A0OD is defined as follows:

AOD = OD\/IB(+Ponsaccharide)+CM_ OD\/IB(+Ponsaccharide{FigUre 80b)-

The presence of casein micelles in MB / xanthan gohation led to a decrease AMDss4nm
corresponding to a disappearance of metachromatiplexes whileAODggsnm increased due to a
release of free MB molecules. This behavior cameteted to a dissociation of MB molecules from
MB / xanthan gum complexes, resulting from the cetitipe binding of positive “patches” of kappa-
casein to xanthan gum molecules. The same tendeasybserved with carrageenan but to a smaller
extent. Thus both xanthan gum and carrageenaragiteriith casein micelles through electrostatic
interactions at this low ionic strength. It hashe noted that the difference spectra obtained for
carrageenan are slightly different from those ragabipreviously (Garnier et al., 2003) where an
increase of the metachromatic complexes was olderetated to the increased rigidity of the
carrageenan chains in the helical conformation wdasein micelles are present. However, this may
be explained by the temperature at which caseielfakcwere added to MB / polysaccharide systems

in this study: 25°C instead of 70°C (Garnier ef aD03). Therefore carrageenan chains bound to
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casein micelles at 25°C where they were alreadyewrad helical conformation led to a lower
stiffening effect and thus to a smaller number @ftamhromatic complexes. An opposite behaviour
was found for the MB / CM / guar or without polysharide, with an increase 8fODss4nm While
AODggsnm decreased. This is in good agreement with reshlhsvn in Figure 80, indicating a binding
of MB molecules on casein micelles. Moreover, thither supports the fact that the neutral guar

gum did not interact with proteins.
3.2. Chemometric methods applied to examination @ssociative interactions
3.2.1. Study 1: conditions for establishment ofkrpitotein / polysaccharide interactions

The optimal number of independent components (K& first calculated by ICA-by-Blocks
and the Durbin-Watson criterion. Two ICs were foulmdbe optimal with those two methods.
Independent Components Analysis with 2 ICs was operéd on the analytical data set of

60 difference spectra corresponding to the experiahelesign of Study 1 indicated in Table 11.

IC1 IC2

Optical density
Optical density

-2 — 7T v T ' T T T T T -2 — 7T T ' T T T T T T
450 500 550 600 650 700 750 450 500 550 600 650 700 750
Wavelength (nm) Wavelength (nm)

Figure 81. Signals corresponding to the 2 ICs of the ICA ntodletained from difference spectrd@D =
ODMB(+P0Iysaccharide)+CM‘ OD\/IB(+P0Iysaccharid9) of StUdy 1.

Figure 81 shows the 2 “pure signals” calculated@. Each IC signal plot presents specific
wavelength zones that could be associated witmdiridual chemical compound. It should be noted
that those “pure signals” actually correspond tecsfal subtractions, and so correspond to the tsffec
of casein micelle addition to MB / polysaccharidixtores. For example, IC1 reflects the presence of
metachromatic complexes with a posité®D peak at 554 nm corresponding to this compoumd. O
the other hand, the IC2 signal is not well defiaed shows two main peaks at 664 nm and 605 nm
but also a shoulder at 554 nm. IC2 would corresptmdvViB molecules either bound to the

polysaccharides or free in solution.
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Figure 82. (a) Projection of the proportions of the Indepemnidéomponents of the difference spectra showing the

influence of ionic strength (0; 0.02 or 0.1 M NaC{b) Focus on the proportions corresponding td2 Gadd
0.1 M NaCl (Study 1).

A strong negative linear correlation between ICH d82 is observed (Figure 82a). This
phenomenon may correspond to the conversion ofcteenical compound into another. Indeed,
addition of casein micelles to the mixtures ledh&itto the formation of metachromatic complexes or
to the release of free MB molecules (Figure 79lhner&fore, the interaction of casein micelles with

MB or polysaccharide would be likely to increasspectively either IC1 or IC2, and decrease either
IC2 or IC1.

In order to discuss the effects of the ionic sttkran polysaccharide / milk protein interactions,
ICs proportions obtained for the 60 difference sf@ewere plotted (Figure 82a and b). It is notideab
that projections of the IC proportions for the syss containing no added salt were far more spread
out than those obtained after addition of 0.02 M @l M, which were clustered near O values
(Figure 82b). Thus, interactions between caseirelteis and MB or polysaccharides could only take
place when no salt was added. It is well estaldighat the addition of NaCl has a strong screening
effect on charged groups such as those carriedhioyia polysaccharides or milk proteins (Shirai et
al., 1977; Perez et al., 2009; Michon et al., 200@)ich considerably reduces or even suppresses
electrostatic interactions.
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Figure 83.Proportions of IC1 of the difference spectra 8 QlaCl and pH 7 as a function of type of polysacide
and temperature (casein micelles: filled symbolgk protein: empty symbols) (Study 1).

Since electrostatic interactions only occurred riea® M NaCl, proportions of IC1 and IC2
were investigated more thoroughly at that very lamic strength for each polysaccharide,
temperature and type of proteins (Figure 83). Tlee clear separation as a function of the type of
polysaccharides: MB and guar gum showed positivapgmtions on IC1 similar to those from
difference spectra obtained without polysaccharigdeereas negative ones were found for xanthan
gum and carrageenan. This behavior is consistahtresults shown in Figure 80a since the positive
AOD peak at 554 nm, which is related to IC1, wagaed only in the difference spectra of guar or
without polysaccharide. Moreover, it should be dotieat temperature seems to have an effect on
interactions involving casein micelles with carragan or methylene blue molecules. Thus, the
values on IC1 decreased while IC2 increased withessing temperature. For the carrageenan, this
behavior may be attributed to the helix to coihsiéion when temperature increased from 25°C to
70°C where the carrageenan chain is less rigichasrdaller number of metachromatic complexes are
formed for a given bound methylene blue molecut&ariier et al., 2003). Therefore increasing the
temperature reduced the number of metachromaticplex®s with carrageenan due to coll
conformation and thermal agitation. In MB / casaiitelles or MB / casein micelles / guar gum
systems, thermal agitation may contribute to thepldcement of MB molecules from the casein

micelles at 70°C. It should be pointed out thatknploteins interacted more strongly with MB
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molecules than casein micelles at 25°C, as showi#igure 79b. In contrast, no significant difference
in the interaction of carrageenan with casein rfesetould be observed with respect to the type of
proteins. As 80% of milk proteins are casein mezllthese results confirmed that most of the
interactions between carrageenan and milk proteinis place with casein micelles. The evolution of
the proportions of IC1 and IC2 as a function of penature for xanthan gum was more complex to
interpret, even if electrostatic interactions wielentified at 25°C and 43°C. It has been demoredrat

that attraction between milk protein and polysaddeacould take place in solution depending
strongly on factors including ionic strength andage density. Changes in pH could modify the
overall charge carried by one or both polymerssthuastically influencing the strength of the

interactions.
3.2.2. Study 2: pH effects on milk protein / xamtlgum interactions

An Independent Components Analysis with 6 ICs, etemnined by ICA-by-blocks and the
Durbin-Watson criterion, was applied to all the dpe and including data based on pH factor
(Study 2 in Table 11). Due to the impossibilitystabtract spectra corresponding exactly to the same
pH value, ICA was performed on the spectra wittsuldtraction for Study 2.
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Figure 84.Signals corresponding to the 6 ICs of the ICA niad&tudy 2.
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By examining the IC signals (Figure 84), it was gibke to relate the “pure spectra” to signals
of known chemical compounds corresponding to speegiaivelengths (Table 12) identified from
spectra in Figs. 1a and 2b. Most of the ICs wese@ated with the presence of free MB molecules as
detected by a peak near 610 nm and/or 664 nm (Gairalk, 1988). Nevertheless, it may be assumed
that the main peak at 567 nm in the IC5 signalesgronds to metachromatic complexes formed by
association of xanthan gum to MB molecules, as sedfigure 79a. Therefore IC5 was chosen to

interpret specifically xanthan gum / milk proteinteractions.

Table 12. Chemical compounds corresponding to specific wength zones identified on IC signals (wavelength
zones between parentheses are not well represented)

IC  Wavelength zone (nm) Chemical compound

1 610; 664 Free MB molecules

2 610; 664, (554) Free MB molecules (metachron@implexes)
3 664 Free MB molecules

4 610; (664) Free MB molecules

5 567; (664) Metachromatic complexes (free MB moles)
6 534 Not well defined

The interactions between anionic polysaccharided s xanthan gum and milk protein are
expected to be minimal at neutral pH (de Kruiflet2004). However, the analysis of MB absorption
spectra does show some significant interactionfowationic strength conditions. Assuming that
electrostatic interactions are charge-dependedtttaus pH-dependent, experiments were carried out
by decreasing the pH. Figure 85 shows the effdcpHoand milk protein addition on MB / xanthan
gum systems at various ionic strengths. Proportioh$C5 for MB / xanthan gum solution at
0 M NaCl were not significantly affected by the plécrease. Thus, metachromatic complexes
formed between cationic MB molecules and anionintlxan gum were stable whatever the pH.
Indeed, it is well known that xanthan gum is stabder a wide range of pH, from 2 to 12 (Katzbauer,
1998).

When ionic strength was ajusted to 0.1 M NaCl, propns of IC5 of mixtures of MB /
xanthan gum / milk protein solutions were very loampared to systems without NaCl addition and
did not evolve over the studied pH range. It seeeasonable to suggest that no metachromatic
complexes were formed upon pH decrease in MB /heangum mixtures and fortiori in MB /
xanthan gum / milk proteins solutions at 0.1 M Ndkause of charge screening, as shown in

Figure 82a, occurring both at neutral and aciditdéons.

134



Chapitre 4 : Mélanges lait / xanthane avant etsagéification

0.06 ——————1—————1——
L0
O 0.04- .
Is)
()]
[
IS
% 0.02 -
o
A———&—M
000 +——F——7T——7T 77—
40 45 50 55 6.0 65 7.0
pH

Figure 85. Proportions of IC5 of a MB / 0.0002 wt% xanthamgat 0 M NaCl @), or MB / xanthan gum / MP at
0 (®) or 0.1 M NaCl &) at 25°C as a function of pH for Study 2.

On the contrary, a strong decrease in proportibil€® when decreasing the pH was observed
after addition of milk protein to MB / xanthan gwulution without NaCl, which could be attributed
to a drastic decrease in the number of metachroroatnplexes. A decrease in pH could produce a
progressive release of the MB molecules due tdi@iraof milk protein on xanthan gum chains. In
consequence, interactions between milk protein samothan gum increased when acidification
proceeded. At pHs below 4.6 which is the caseialesairic point, positively charged milk protein can
strongly interact with anionic polysaccharide, whitould explaining the change in slope between
5.2 and 4.6. These results are consistent with ethosported for whey protein /
carboxymethylcellulose interactions studied at pB &nd 5.5 (Koupantsis & Kiosseoglou, 2009).
Thus, milk protein / xanthan gum electrostatic agg®n could only take place at a very low ionic
strength and an important strengthening of theacteons was highlighted as the pH approached the

protein isoelectric point.
Conclusion

Electrostatic interactions between neutral or cbdrgolysaccharides and milk protein were
studied by applying ICA to MB visible absorptionesgra. ICA was shown to be an effective tool to
identify the specific chemical phenomena relatedht detection of associative interactions and to

characterise the strength of these interactionsiedtral pH, xanthan gum and carrageenan appeared
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to interact with milk protein whereas neutral ggam did not associate with milk proteins. However,
these interactions could only take place underiBpamnditions,i.e., at very low ionic strength.

Investigation of the proportions obtained by ICAghiighted the enhancement of electrostatic
interactions between xanthan gum and milk protelrernwacidification proceeded. Knowledge of
associative interactions is crucial to formulate joH foods, so further work should be carried aut t

elucidate precise conditions for the establishneéstuch interactions.
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Sur la base d’'une méthode spectrophotométriqueciéssa une analyse des données par
outil chimiométrique, les interactions associatieasre divers polysaccharides et les protéinesitie

ont été étudiées sous différentes conditions deefawnique, température et pH. Une analyse

composantes indépendantes (ACI) a permis de siemplif'interprétation des données

spectrophotomeétriques par décomposition des sgeetre« signaux purs », pouvant étre directem

un
I

en

ent

reliés a des composés chimiques connus. Par undicatdn du spectre d’absorption suite a un

ajout de protéines de lait a un mélange de blemélhylene et de polysaccharides, des interactions

électrostatiques ont pu étre mises en évidencea différence du guar, polysaccharide neutre,

les

molécules de xanthane et de carraghénane chargggdivement s’associent aux micelles |de

caseéines par l'intermédiaire de régions positivegss sur les protéines. Cependant, ces intenaqt
n'interviennent qu'a faible force ionique. Dans cesnditions précises, un renforcement d
interactions associatives entre le xanthane epletines de lait a été mis en lumiere lors d'u

acidification du milieu.
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[l. PROPRIETES DES MELANGES LAIT / XANTHANE AVANT GELIFICATION

II.1. Microstructure des mélanges lait / xanthane

Dans un premier temps, les mélanges lait / xanthameété étudiés au pH du lait. La
microstructure de mélanges lait / xanthane a énaée par microscopie confocale et comparée a
celle de mélanges lait / guar ou carraghénane (&ig6). Le choix des polysaccharides a éte effectué
en fonction de leur densité de charges, allant ddotysaccharide neutre pour le guar, a des
polymeres de plus en plus chargés pour le xantpaisdes carraghénanes. Il est important de relever
gue la concentration en polysaccharides des différenélanges n’est pas identique puisque
lintensité de la séparation de phases est fonctles caractéristiques physico-chimiques des
polyméres, notamment de leur viscosité intrinsdguegu’'un phénomene de déplétion intervient et
de la charge lorsque qu’une association a lieu. |Swmsemble des images, les zones claires
permettent de localiser les protéines et par csigrdes zones sombres correspondent a des parties

dépourvues de protéines.

Densité de charges (mol de charge négative / mol de monosaccharide)

0,25 0,5 1o
1 1 7z

| Xanthane K Carraghénanes 1

Concentration en 03
polysaccharides (%) ’

Viscosité intrinseque

(@dLg?) 11+2 70+ 10 7+1 Non précisé

Figure 86 : Effet de la densité de charges sur la microsirecde différents mélanges lait / polysaccharide8%
protéines / 0,3% guar a 43°C ; 4,6% protéines@®@xanthane a 43°C ; 4,6% protéines / 0,5% kappaghénane
a 25°C). L'image du mélange 3% micelles de casdifgso iota-carraghénane est issue de Garniédr (@003)

L’effet de I'ajout de guar dans le lait sur la nastructure a été détaillé dans le chapitre 3 et
conduit a la formation de gouttelettes protéiquesesques dispersées dans une phase continue riche
en guar. Contrairement au guar non charge, lesaulete de kappa- et iota-carraghénanes portent des
charges négatives grace a leurs groupements sulf@tbleau 9). Des microstructures variées
apparaissent dans les mélanges contenant 0,5%mrdgleanane. Alors que le systéme lait / kappa-
carraghénane présente des zones irréguliéres iesrieh protéines, une structure plus granuleuse

préedomine aprés un ajout de iota-carraghénane.séta® d'une morphologie de gouttelettes
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sphériques est attribuée a I'association du caérye avec les micelles de caséines au travers
d’interactions électrostatiques associatives esé® groupes sulfates chargés négativement et une
région chargée positivement de la casé&néSnoeren et al., 1975 ; Dalgleish & Morris, 1988 ;
Langendorff et al., 1999 ; Garnier et al., 2003).

Dans le cas de polysaccharides Iégerement chagtpégue le xanthane, la phase protéique se
structure sous la forme de domaines non sphériquass de taille comparable aux gouttelettes
obtenues pour le systéme a base de guar. Tout&sigropriétés rhéologiques particulieres de la
phase continue enrichie en xanthane pourraienttrala relaxation des domaines protéiques aprés la
coalescence de deux gouttelettes adjacentes etairtsbuer a 'absence de sphéricité. Par aifleur
I'étude spectrophotométrique (Chapitrd}et les mesures du potentiel zéta de solutionsadéhane
(Figure 77) ont montré un effet d’écrantage desgdstrés important dés I'ajout de 0,02 M NaCl, et
a fortiori de 0,1 M NaCl, qui correspond a la force ioniquelait, limitant ainsi les éventuelles
interactions associatives entre le xanthane girl@gines de lait. Ainsi, de la méme maniere que po
les mélanges lait / guar, et malgré la densitédeges non nulle de la molécule de xanthane en
absence de sel, un mécanisme de déplétion-floonlaterait majoritairement a l'origine de la
microstructure des systéemes lait / xanthane (Harhat., 2001 ; Aichinger et al., 2007 ; Bhat ef al.
2006).

II.2. Propriétés rhéologiques des mélanges lait / xanthan
I1.2.1. Propriétés d’écoulement

Compte tenu de la difféerence microstructurale emte mélanges a base de guar ou de
xanthane, la question de la contribution de cegasituctures aux propriétés rhéologiques de ces
meélanges se pose. Les courbes d'écoulement du geelait / xanthane et de chaque composé

individuel sont présentées sur la Figure 87a.
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Figure 87 : (a) Courbes d’'écoulement du lait & 4,6% de jmes(A), d'une solution de xanthane a 0,085% dans
0,1 M NaCl ®), du mélange lait / xanthane & 0,085%) ( (b) Viscosité & 100'sd’une solution de xanthane dans
0,1 M NaCl (m) ou du mélange lait / xanthan®) en fonction de la concentration en xanthane.rhesures ont été
réalisées a 43°C.

A la différence du lait caractérisé par un compudat parfaitement Newtonien et une valeur
de viscosité légerement supérieure a celle de ldsms les mémes conditions de température, le
xanthane seul montre un caractere rheofluidifiairqué. Ces propriétés particulieres peuvent
s’expliquer par la grande rigidité de la molécudexdnthane et la rupture des zones d’associati®n de
chaines sous l'effet du cisaillement (Rochefort &dteman, 1987 ; Cuvelier, 1988). Le mélange
lait / xanthane présente également un comportemedfiuidifiant mais moins prononcé que la
solution de xanthane. De plus, bien que la valewiscosité & 100°sdu mélange soit trés proche de
celle de la solution de xanthane seule (Figure ,8@b)viscosités aux faibles vitesses de cisaillédme
sont tres différentes. Ce résultat est surprenaisgpe sur la base d’une hypothese de la formation
d'une émulsion eau dans eau, la concentration enhamae de la phase continue devrait étre
supérieure a celle de la solution de xanthane sulenc présenter un plateau Newtonien avec une
viscosité plus importante et un caractere rhédfiaiut plus marqué. Un comportement similaire a été
décrit pour différents mélanges de protéines deetaile xanthane par Hemar et al. (2001). Plusieurs
hypotheses peuvent étre émises afin d'expliquerpkénomene. Une destruction locale des
gouttelettes formerait une couche enrichie en pret¢ede lait au contact du corps de mesure,
contribuant ainsi & une baisse de la viscosité faibles vitesses de cisaillement. Une seconde
explication serait la présence de gouttelettecki®s en protéines de lait jouant le rle d’élément
perturbateurs vis-a-vis des propriétés rhéologiqdesla phase continue riche en xanthane,

notamment aux faibles vitesses de cisaillement.
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Il est a noter qu’'un ordre de grandeur de la comagon critique C* peut étre déterminé au

niveau de la zone de transition du domaine dilsérai-dilué pour une solution de xanthane ou de

guar dans 0,1 M NaCl (Figure 56 et Figure 87b)nRjae ces valeurs soient a prendre avec prudence

en raison de la viscosité prise dans la zone nowtdiéenne aux hautes concentrations en

polysaccharides, la concentration critique C* dedlition de xanthane est environ 5 fois inférigure

celle de la solution de guar, ce qui est tres caoittéavec les mesures de viscosité intrinseques

calculées (Figure 78).

I1.2.2. Propriétés viscoélastiques

L'étude des propriétés viscoélastigues permet denfo des éléments complémentaires par

rapport aux propriétés d'écoulement sur I'orgamsaties mélanges. Ainsi, des mesures en régime

harmonique ont été réalisées sur des mélangesneontée 0% a 0,25% de xanthane (Figure 88).
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Figure 88 : Spectres viscoélastiques a 4°C de mélanges Xaihthane (@) G’, () G”). Les concentrations en
xanthane sont indiquées sur la figure.

Le spectre du lait présente une dépendance a tmeinée, caractéristique de solutions
macromoléculaires. Il est a noter que le modulstiglae n’'a pas pu étre mesuré pour le lait seul
puisqu’il est Newtonien. L'ajout de xanthane prowequn changement progressif des propriétés
viscoélastiques, avec I'apparition d’'un plateawstidme lorsque G’ devient supérieur a G” sur une
partie de plus en plus importante du domaine deuree&’évolution des spectres viscoeélastiques des
mélanges en fonction de la concentration en xasteahcomparable a celle qui pourrait étre obtenue
a partir d'une solution de xanthane (Cuvelier & hay, 1986). Par conséquent, le comportement du
xanthane domine au sein des différents mélangesptémomene d’association des chaines de
xanthane stabilisées par de nombreuses liaisonsroddme contribuerait aux propriétés
viscoélastigues remarquables du xanthane et aul@g®#ateau élastique visible sur un large domaine
de fréquence (Morris et al., 1983). Par un effexdiusion de volume, les inclusions de protéines de

lait constitueraient une phase dispersée peu visgudont la morphologie serait dominée par les
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propriétés de la phase continue riche en xantham®tamment par des temps de relaxation trés

élevés.

L’'analyse des propriétés rhéologiques a permis eftra des hypothéses complémentajres
guant a I'organisation particuliére de la microstmie des mélanges lait / xanthane en milieu neutre
Ainsi, sur la base des observations microscopigtiees mesures rhéologiques, et en s’appuyant sur
la connaissance des caractéristiques physico-chésiqles chaines de xanthane, les domaines
enrichis en protéines du fait d'un phénoméne ddétiép-floculation seraient contrariés par les
propriétés viscoélastiques remarquables de la plwsginue constituée de xanthane. Une

acidification du milieu pourrait toutefois modifiee comportement de maniere majeure.

[1l. PROPRIETES DES GELS ACIDES BRASSES ENRICHIS EN XANTHANE

Etant donné que le pH contréle la charge nettepdgsnéres, une modification de pH peut
avoir un impact important sur la possibilité d’asation. Ainsi, 'analyse des propriétés des gels
enrichis en xanthane obtenus a l'aide de deux rdéthal’acidification, I'une permettant une
acidification instantanée a l'aide de HCI et I'®utine acidification progressive a l'aide de GDL,

pourrait fournir des indications sur d’éventuell@gractions associatives.

[1.1. Acidification a I'aide de HCI

Malgré une vitesse d’acidification trés rapide aighant des conditions de fabrication des gels
laitiers acides fermentés, I'utilisation de HClpet de diminuer le pH du milieu en dessous du point
isoélectrique des protéines. Cependant, un cisalté doit systématiguement étre appliqué
conjointement a I'ajout d’acide afin de limiter usgrconcentration locale en acide qui entrainerait
abaissement du pH tres localement. Par ailleurprdéonation rapide des groupes phosphates ne
permet pas a la micelle de caséines de se réoegaoesqui empéche la formation d’'un réseau gélifié

tel que présent dans les gels laitiers.

L’acidification & I'aide de HCI & 1 mol:Ld’un mélange lait / xanthane & 0,1% dilué a 9718
donné lieu a la formation de complexes fibreux (F&g89). Détectables a I'’échelle macroscopique et
de l'ordre de quelques centimetres en moyenna&dewgplexes se présentent sous une forme fibreuse
avec une partie opaque et un voile translucideéeiplperie, probablement majoritairement constitué

de xanthane.

143



Chapitre 4 : Mélanges lait / xanthane avant etsagéification

Figure 89: Complexe fibreux obtenu & partir d’un mélange/laanthane & 0,1% dilué a 1ffBacidifié a I'aide de
HCI & 1 mol.I* jusqu’a pH 4,6 sous un cisaillement continu de f@8 observé en microscopie optique. La barre
représente 500 um.

Ces observations sont a mettre en lien avec leststes fibreuses obtenues par acidification a
I'aide de HCI de mélanges de protéines sériquate etanthane par Laneuville et al. (2000). A pH
neutre et a force ionique du lait, des interactidesrépulsion semblent principalement mises en
ceuvre entre les protéines globalement chargéesiveigant et le xanthane polyanionique. A mesure
qgue l'acidification du milieu se produit, une irdetion €lectrostatique peut étre initiée entre des
régions des protéines chargées de plus en plusiveosént et les groupements carboxyles du
xanthane. Par ailleurs, un second phénoméne coetalb a la mise en place de ces structures
fibreuses. Outre les capacités d’auto-associatotadhaine de xanthane, jouant un réle de support
pour la formation du complexe fibreux, un phénomeéedixation coopérative des protéines semble
intervenir (Tolstoguzov, 1986). A I'approche du moisoélectrique des protéines, pour lequel les
interactions protéines-protéines sont maximales, peotéines se lieraient préférentiellement a
d’autres protéines déja fixées sur le polysacckarkar conséquent, les interactions protéines-

protéines seraient favorisées aux dépens de laleratipn protéines-polysaccharides.

Lors de I'acidification a I'aide de HCI, I'existead’interactions associatives serait largement
dépendante du pH. Ainsi, dans les mélan@idactoglobuline / polysaccharides chargés, deux pH
critiqgues ont été définis : un pldorrespondant a la formation de complexes prirmaodubles et un
pHe pour lequel les complexes primaires s’agréegentcemplexes interpolyméres insolubles,
marquant ainsi le début d’'une séparation de phasesoscopique (Girard et al., 2004 ; Sanchez et
al., 2006 ; Laneuville, 2004). Au sein du mélanaie 1 xanthane, seul le gHh été détecté par la
présence visuelle et macroscopique de complexesuiibPuisque la formation de complexes fibreux
nécessite la complexation rapide des protéineffet’@’un ajout en petite quantité de HCI de
différentes concentrations, et donc de la vite&adification locale, a été étudié (Figure 90).
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Figure 90 : Effet d’'un ajout de HCI de différentes concetitnas ((m) 0,05, ¢) 0,1, (A) 1 mol.L") sur la vitesse
d’acidification de mélanges lait & 4,6% de protgin®,2% de xanthane dilués & M cidifiéssous un cisaillement
continu de 200 rpm. Les cercles pleins représeméept auquel les premiers complexes fibreux s@teatables
visuellement mais resolubilisés sous cisaillementjeelques secondes alors que les cercles enligsintidiquent

les complexes fibreux résistant au cisaillementades des complexes fibreux a pH 4,8 observés erosuaimpie

optique correspondant aux concentrations en H@dégis. Les barres représentent 500 um.

Au cours de I'ajout progressif de HCI, deux pH ctast éte identifiées : le pH auquel les
premiers complexes fibreux sont ponctuellement aiéides visuellement et disparaissent sous
agitation, et le pH a partir duquel la réversibildes complexes devient impossible quel que soit le
temps de cisaillement appliqué. Alors que les peesncomplexes fibreux apparaissent dés le pH de
6,4 pour un ajout de HCI & 1 mottLils ne sont visibles qu’a partir de pH 6,15 ét, espectivement
aprés un ajout d’'une concentration en HCI de 0,0,@% mol.L>. Il est important de noter que la
formation de ces structures semble réversiblegHcpuisqu’elles disparaissent visuellement apres un
meélange. Ce comportement peut étre attribué a urmorcentration locale en acide qui permet
'augmentation immédiate de la charge des protéaresiessous de leur point isoélectrique et la
formation de complexes faiblement liés, qui se gpelisent ensuite rapidement par une
réhomogénéisation du pH du milieu sous I'actiorcaillement (Laneuville, 2004). Cette hypothése

est appuyeée par le fait que ces complexes appanaidsun pH plus élevé lorsque la concentration en
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HCI augmente. Par ailleurs, la concentration en K€lpas d’effet significatif sur la taille et slar

forme des complexes, ainsi que sur le pH auqudbiseent des complexes fibreux résistant au
cisaillement. De ce fait, ce pH d’environ 5,5 ehd@roche du point isoélectrique des protéines de
lait, correspondrait au pH global de début de foratdes protéines sur la chaine de xanthane qui

serait indépendant de la vitesse d’acidificatiarale.

A partir de ces résultats, il apparait clairemerd kg cisaillement joue un réle primordial sur la
formation des complexes fibreux. Partant de cetabndes complexes fibreux ont été fabriqués sous
des conditions de vitesse de cisaillement variafitggure 91). Globalement, la microstructure des
complexes formés sous un cisaillement inférieuegal a 300 rpm présente peu de différences en
fonction de la force de cisaillement appliquée,cale présence d’'une partie opaque et d’'un voile
translucide. En revanche, une structure sous tadal’un fil fin et dépourvu du voile translucide en
périphérie apparait pour une vitesse de cisailleme»00 rpm.

100 rpm 500 rpm

Figure 91 : Effet de la vitesse de cisaillement (de 100 & Him) sur la microstructure des complexes fibreux
obtenus & partir d’un mélange lait / xanthane &0ctlué a 1/18™ acidifié a I'aide de HCI & 1 moltjusqu’a pH
4,6 et observés par microscopie optique. La bapetsente 500 um.

Deux forces antagonistes semblent intervenir loes lal formation des complexes sous
cisaillement. D’'une part, 'augmentation des intdcns associatives entre le xanthane et les
protéines de moins en moins chargées négativemenesire que le pH décroit, favorise une
compaction progressive de la structure. D’autrd, das collisions générées par le cisaillement
provoquent des réarrangements protéigues et deésreapsélectives et irréversibles de parties de
complexes plus faibles (Laneuville, 2004), probat#at a l'origine de la diminution de taille
importante des complexes formés a 500 rpm. Finalema structure et la taille des complexes
fibreux sont déterminées par des processus deicastation gouvernés par une compétition entre les
forces électrostatiques attractives et les foreesudture générées par le cisaillement.
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L’existence d'interactions associatives entre lestgines de lait et le xanthane en milieu
acidifié semble donc étre confirmée par la fornratie complexes fibreux incluant a priori les deux
polyméres. Toutefois, ces structures fibreuses iggmaat d’attractions électrostatiques n’ont été

mises en évidence que sous certaines conditions :

— un ratio protéines / xanthane particulier. En efilet’a pas été possible d’observer la
formation de complexes fibreux dans les mélangegsia 1/16™a base de 4,6% de protéines de lait

et contenant moins de 0,05% de xanthane ;

- une diminution rapide et locale du pH par ajoutcitla concentré en présence d'un
melange de protéines de lait et de xanthane. & digxemple, I'ajout des protéines sous cisailleémen
a une solution de xanthane préalablement acidifirtdessous du point isoélectrique des protéines ne

conduit pas a la formation de complexes fibreux ;

- l'application d'un cisaillement adéquat, permettdidrientation des chaines de
xanthane dans le champ de cisaillement, tout etarévides forces de rupture des complexes trop
importantes.

La discussion des microstructures obtenues parifigattbn a l'aide de HCI a permis
d’approfondir la réflexion autour de la questiors deteractions associatives entre le xanthaneset le
protéines de lait. Puisqu’une acidification rapitelocale favoriserait les pontages protéiques par
fixation coopérative des protéines, la structuratdes systemes acidifiés plus lentement et sans

I'action du cisaillement pourrait étre différente.

[11.2. Acidification a I'aide de GDL

A la difféerence des structures formées par aciiiim a I'aide de HCI sous cisaillement,
l'utilisation de GDL comme agent acidogene du peEtmet la mise en place d’'un réseau gélifié. Il a
été montré qu’un ajout de 0,085% de xanthane dankitl conduit a la formation de domaines
enrichis en protéines dispersés dans une phasewsniche en xanthane (Figure 86). En considérant
a la fois les phénomenes de séparation de phadesgétification, les propriétés microstructurades
rhéologiques de gels enrichis de 0 a 0,2% en xaatloat été étudiées. Par ailleurs, les aspects
cinétiques de la déstabilisation du systeme et derination du gel ont été approfondis par I'étdde
I'effet de la vitesse d’acidification sur les mistauctures des micro-gels formés.
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Cette partie des résultats a fait I'objet d'un article accepté pour publication dangnnovative
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Abstract

Designing various microstructures through the piter between phase separation and acid-
induced gelation processes was investigated. Adnd milk / xanthan gum mixed gels were prepared
at different xanthan gum and glucoddactone (GDL) concentrations in order to modulate extent
of phase separation and the gelation rate, respéctiA gradual change in acid milk gel
microstructure was found by increasing xanthan groncentration, from homogeneous protein
network, to fibrous structures and finally to idetaprotein-rich aggregates. Addition of xanthamgu
in the milk led to an apparent depletion-floccudatiwith protein-rich domains dispersed in a
continuous phase enriched in xanthan. The sedingedgnser protein-rich domains could be trapped
by protein gelation, forming specific fibrous sttwes at 0.05 wt% xanthan gum. Manipulating the
microstructure through modification of the gelatimate resulted in a design of a broad range of
fiborous morphologies varying from 20 to 400 um lpmghich could be used to generate novel

textures for food products.

Keywords: Microstructure; Mixed system; Acid milkelg Xanthan; Food design; Fibrous

structure.
1. Introduction

The last two decades have withessed growing iriteredeveloping novel acid milk gels with
different sensory properties or nutritional bergefito improve the texture and increase the funation
properties of acid milk gels, polysaccharides sagkanthan gum, pectin or guar gum can be used in
acid milk gels (Sanchez et al., 2000; Everett & Mat, 2005; Doublier et al., 2000).

148



Chapitre 4 : Mélanges lait / xanthane avant etsagéification

At neutral pH, caseins exist in the form of micg]lerhich are stabilized by steric repulsion due
to the extended conformation rfcasein present mainly on the surface of micelliesKruif, 1998;
Tuinier et al., 2002). Acid milk gels are produdgddecreasing the pH of the milk from 6.8 to 4-4.5
using either bacterial cultures, which fermentdaetinto lactic acid, or glucon®tactone (GDL),
which mimics the bacterial fermentation. This pssdeads to the aggregation of casein micelles
mainly because of the collapse of the extendedotordtion ofk-caseins (Holt, 1992). A network of
three-dimensional casein strands is formed andbeabroken apart by shearing, providing stirred
acid milk gels (Tamine & Robinson, 1999). Differexdidification rates can be produced by varying
the GDL amount (Horne, 2001).

Xanthan gum is an anionic hetero polysaccharidedymed by the microorganism
Xanthomonas campestri¥anthan’s main backbone consists of (134p-glucopyranosyl units and
is substituted at C-3 on every other glucose reswith a charged trisaccharide side chain (Jansson
al., 1975). The negative charge is brought in tmenfof a carboxylic acid group and the charge
density of the molecule is relatively low (0.25 moégative charge/mol of monosaccharide)

compared to the higher charged pectins and camagsdgde Jong & van de Velde, 2007).

As xanthan gum is negatively charged in the usaaye of pH of food, it could therefore
present electrostatic associative interactions ypititeins at low pH (Narchi et al., 2009), as ia th
case of pectin (Tuinier et al., 2002; Maroziene &Ktuif, 2000) or carboxymethylcellulose (Du et
al., 2007). At neutral pH, casein micelles beingpglly negatively charged, repulsive interactiores a
suspected between anionic polysaccharides andncaseelles. Previous studies showed that an
addition of xanthan gum to skim milk resulted ie f#flormation of two phases, one protein-rich and
another one xanthan-rich. The mechanism proposedavsegregative phase separation between the
casein micelles and xanthan gum which is descrasedepletion-flocculation (Hemar et al., 2001;
Aichinger et al., 2007; Bhat et al., 2006).

Whereas mixtures of milk and polysaccharides antgral pH have been frequently studied,
there is a limited number of studies in the literatconcerning the use of polysaccharides such as
xanthan gum during the acid-induced gelation. Wa&dified with a low xanthan gum concentration
(typically around 0.01 wt%), the acid mixed systesh®wed a more compact structure and were
highly organized into fibrous structures at incregsxanthan gum concentration (Sanchez et al.,
2000). With higher concentrations, aggregated oasaie trapped within a viscous polysaccharide

solution (Everett & McLeod, 2005). Moreover, thaddication rate plays a major role in the final
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macro- and microstructure in biopolymer mixtureatthndergoes both phase separation and gelation

process (Lorén & Hermansson, 2000; Perrechil e2@09).

The main objective of this work was to improve thederstanding of the respective effect of
phase separation and acid gelation kinetics onasiiarcture morphologies of stirred acid milk gels
containing xanthan gum. This was then used to desigide range of microstructures, considering

the competition between phase separation and gebfmn.
2. Material and methods

2.1. Mixed Gels Manufacture

Skim milk at 46 g.kg of proteins was prepared with low-heat skim mithwpler (33 wt%
protein) (CH low heat, Ingredia, Arras, Francepdised in Milli-Q water using a magnetic stirrer fo
1 h at room temperature. Higher protein contenh tbanventional milk was used as it is mostly
applied for industrial low fat yoghurts in order @woid syneresis. The reconstituted skim milk was
then left to fully hydrate overnight in a refrigesa The milk was heat-treated at 80°C during 7 min
using a thermostatically-controlled water bath mdev to partially denaturate whey proteins. The
level of whey protein denaturation was not measbrgdhe milk preparation was standardized and it
must be noted that the total pre-heat-treatmenh@fmilk was medium. Milk was cooled down to
60°C and xanthan gum (Satiaxane, Cargill, USA) w&persed under stirring. The mixture was
stirred 30 min at 60°C and finally cooled down t8°@. Xanthan gum concentrations from O to

0.2 wt% were studied.

Different amounts (1, 1.5 or 2.5 wt%) of GDL (Sig@hemical Co., St Louis, MO, USA) were
added to preheated skim milk that was then incubatel3°C until a pH of 4.6G:0.05) for 1.5 and
2.5 wt% GDL and pH of 4.740.05) for 1 wt% GDL, respectively, was obtainedeTdhange in pH
with time was monitored with a pH-meter Consort D1B8wltiparameter analyzer (Turnhout,
Belgium). The acidified milk, in the form of a gelas then immediately cooled down in cold water

bath to 20°C in order to slow down drastically ¢ decrease.

All the set gels were maintained at 20°C for onarHmefore to be sheared with a standardized
process. During this step, a Masterfleperistaltic pump (Cole Parmer, Vernon Hills-USA)
(380 mL.minY) pushed the gel through two successive plastiespiiength: 40 cm and internal
diameter: 7 mm; length: 100 cm and internal diame&enm) with a mesh of 500 pum holes at the

end. This shearing process was applied to all getepted the strongest ones, typically those with
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fibrous-like structure containing 0.05 wt% xantl{an1.5, 2.5 % GDL), 0.085 wt% xanthan (1, 1.5 %
GDL) and 0.1 wt% xanthan (1 % GDL), that were medatelly sheared by passing through the two
pipes to obtain a homogeneous gel in a standardizearing process but without the mesh at the end
of the second pipe in order to not break the sépdranicro-gels. Stirred acid milk gels were
immediately stored at 4°C during 1 day before asialyo avoid extensive post-acidification (a

variation of pH lower than 0.1 was estimated).
2.2. Instrumental characterization

The phase separation process was observed usinghesdan LAB (Formulaction, France). A
non-acidified skim milk / xanthan gum mixture wasuped in glass tubes (diameter 27.5 mm).
Backscattering values at 880 nm were acquired atoA@ mm height of tube with one acquisition

every 40 um. Scans were carried out at differeme intervals.

Confocal laser scanning microscopy (CLSM) and apittscence microscopy were used to
visualize the microstructure of the stirred mixeelsg CLSM was performed using a Leica TCS
AOBS SP2 microscope (Leica, Germany). Proteins w&imed by addition of DyLight 549 (20 pL
in 1 g of sample) that was excited using a heliwamlaser with wavelength 543 nm and the
fluorescence was detected with a photomultipligrifltorescence microscopy was performed using
an Olympus BX51 microscope (Olympus America, Lakec®ss, NY). Proteins were stained with
Nile Red that was dispersed in the samples (25nL g of sample). The samples were placed on a

microscope slide with a glass coverslip on theasa'f

To characterize the morphology of the structuretiobd, their lengths and widths were
measured manually and repeated 10 times for eaafpenDepending on the image magnification, the
smallest particle dimension in the measurements 180 um. Along the particle length short
straight lines were drawn, each length was theivighgally measured and summed up to give a value
for the length.

A stress-controlled rheometer (Carri-Med G810, TA Instruments, UK), fitted with a
stainless steel plate and cone (diameter 60 mnangfe) geometry, was used to characterize the
rheological properties of stirred acid milk gelsefuency sweep tests were performed within the
linear domain in the range of 0.01-10 Hz. All measwents were carried out 1 day after mixed gels

manufacture.
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3. Results and discussion

3.1. Phase separation in xanthan gum / milk mixture

When mixing 0.05 wt% xanthan gum into the milk, iaual phase separation was observed
with the formation of two phases, one top phas&ked in xanthan gum and a bottom white phase
enriched in proteins. As the evolution of the pheegearating system is a kinetic process (Schotsch e
al., 1999; Turgeon et al., 2003), the phase sdparkinetics of a 0.05 wt% xanthan gum / skim milk
mixture was studied using a light multi-scatterbeghnique. Figure 92a shows the variation of the

delta backscattering for this non-acidified mixtureer different times compared to the control
(time =0 h).
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Figure 92. (a) Delta backscattering values of non-acidifie@b06 xanthan gum / skim milk mixture along its Heig
in a glass tube over the time at 43°C; (b) Maximuetue of delta backscattering at the bottom oftthiee as a
function of time. Dotted lines correspond to thendi of the beginning of the sedimentation of thetgimrich
domains (0.1 h) and apparition of continuous sedtrteyer (0.4 h).

A modification of backscattered intensity profilappeared from 0.1 h (Figure 92a). An
increase of delta backscattering level was obseatetthe bottom of the tube corresponding to an
increase in protein concentration (Figure 92a gndbe first sedimented protein-rich domains have
reached the bottom of the tube. The backscatteigigal measured at the bottom of the tube (O-
5 mm) increased continuously to reach a maximunellafter 0.4 h. This maximum of delta
backscattering corresponded to the formation obreticuous protein-rich layer at the bottom of the

tube. Then the height of the sedimented layer aswd continuously up to 23 mm after 1 h
(Figure 92a).
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The phase separation process occurring in milkeprdtxanthan gum mixtures is now widely
recognized and is attributed to a depletion-floaiah mechanism (Hemar et al., 2001; Aichinger et
al., 2006; Bhat et al., 2006). Demixing of systemgaused by the formation of a depleted layer
around the casein micelles excluding the xanthaleentes which gives rise to an osmotic pressure
gradient and drives the casein micelles to ativaet another (Asakura & Oosawa, 1958). However,
very few researches have focused on the studyeoti&mixing kinetics. In the case of a combined

phase separation and gelation process, knowledipe ghase separation kinetics is required.

3.2. Influence of xanthan gum concentration on miastructure and rheological
properties of the xanthan gum / acid milk gels

The microstructure of stirred acid milk gels witlxeld amount of GDL (1.5 wt%) and
increasing concentrations of xanthan gum is shawhigure 93a. Proteins stained by DyLight 549
were represented in white. The dark areas correlgubto zones devoid of protein, thus containing
mostly xanthan gum.
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Figure 93. (a) Confocal micrographs; (b) Mechanical specfraad milk / xanthan gum gels with 1.5 wt% GDL

and containing various xanthan gum concentrati®8.Z wt%) indicated in the figure (G’, filled symls; G”,

empty symbols). Scale bars indicate 100 um.

Acid milk gels without xanthan gum displayed a hgeeous casein network. However, with
addition of only 0.01 wt% xanthan gum, the netwt#kded to form denser casein aggregates with
large dark voids, indicating a microscopic phagmsaion (Figure 93a). This evolution of the casein
aggregates morphology when a very small conceatradf xanthan gum was added is in good
accordance with the hypothesis of local electrastassociations that were reinforced while

decreasing the pH. Those gels exhibited a soliglikhavior: G’ values were higher than G” ones
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and both dynamic moduli showed little dependencefrequency (Figure 93b). For 0.05 and
0.085 wt% xanthan gum, the gel structures changedtidally with the formation of fibrous
structures exhibiting a macroscopic aspect simoamozzarella cheese one. Interestingly the high
connectivity of the fibrous structures increased 1l to 1000 times the elastic response of the
system (Figure 93b). It should be noted that ogiéritbrous structures existed before stirring thie s
gels and were not oriented after stirring. At higinthan gum concentration (0.2 wt%), isolated
protein-rich aggregates dispersed in a xanthan geimeontinuous phase appeared, resulting in the
complete loss of the network-like structure. Thiaswsupported by the rheological data, which
showed the weakening of the network in the presemicenigh xanthan gum concentrations
(Figure 93a and b).

Increasing amounts of xanthan gum into acid skirk gels induced the creation of different
microstructures. At low xanthan gum concentratiothe stirred gel microstructures were
characterized by a micro-phase separation intoptbeein network. During milk acidification, the
combination of acid-induced aggregation of caseiceltes and volume exclusion effects resulted in
a compaction of the casein network (Sanchez e2@D0; Aichinger et al., 2007; Everett & McLeod,
2005).

At high xanthan gum concentratiorie(0.2 wt%), casein aggregates were trapped within the
increasingly viscous xanthan gum-rich solution (fette & McLeod, 2005) that slowed down
considerably the phase separation phenomenon. i#n ciise, the mechanical properties were
dominated by the xanthan gum continuous phase.efdrersmall protein aggregates were frozen by
protein gelation before coalescence and sedimentaticurred.

However, for intermediate xanthan gum concentratifimetween 0.05 and 0.085 wt%), the
viscosity of the continuous phase was not sufficien inhibit protein-rich aggregates’ mobility
(Figure 92a and b). Specific fibrous-like structuneere already observed in the case of acidic
skimmed milk / xanthan gels at pH 4.6 (Sanchez.e2800) and3-lactoglobulin / native xanthan
acidified with HCI while applying a shear (Lanelwikt al., 2000). The fibrous complexes formation
was attributed to non-specific interactions betwdlea polyanionic xanthan gum and the less
negatively charged proteins near their isoelegwamnt. Therefore, a side-by-side aggregation of
concentrated casein micelles domains along thehgangum chains could occur when acidification
proceeds towards pH 4.6 and thus lead to fibrouspbexes (Kobori et al., 2009). Meanwhile both
gravitational force and thermal agitation contrémitto the sedimentation of the mixed aggregates,

thus orienting vertically the sedimenting structuréhen the gelation process froze the sedimentatio
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of the aggregates at an intermediate state, deperdi the gelation rate, which made it possible to

form the protein-enriched fibrous structures.
3.3. Influence of gelation rate on microstructure bthe xanthan gum / acid milk gels

The pH decrease of skim milk as a function of timmeéhown in Figure 94 for three amounts of
GDL. The initial pH of the sample was 6.8. It readta value of 4.6 after 2 h or 50 min with addition
of 1.5 or 2.5 wt% GDL, respectively and a valuelaf after 4 h with addition of 1 wt% GDL. With a
decrease in pH, the casein micelles became unsaabldlocculation took place around pH 5.2 for
heated milk (Horne, 2001). With an increase of &®L concentration, the pH decreased faster and
the gelation time was shorter. Indeed the pH vafug2 was reached after 0.7 h, 0.5 h and 0.2 h wit
addition of GDL amount of 1, 1.5 and 2.5 wt%, respely.
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Figure 94. Effect of GDL concentration on pH kinetic afterrious amounts of GDL addition (1, 1.5, 2.5 wt%).
Values are means from triplicate experiments. Rolitees correspond to the pH of gel formation (pR)%nd the
time of the beginning of protein-rich domains segltation (0.1 h) and apparition of continuous sedlitriayer
(0.4 h) for the non-acidified 0.05% xanthan gurkifrsmilk mixture as determined from Figure 92b.

By reporting the time of first sedimentation of @in-rich domains and the time of continuous
sediment layer formation obtained for the non-di@di mixture (Figure 92b) in Figure 94, it is
possible to point out the importance of the inteypbetween phase separation and gelation kinetics.

For instance, in the case of 0.05% xanthan gumm skilk mixture acidified with 2.5 wt% GDL,
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some protein-rich domains began to sediment befbdteof gel formation was reached but no
continuous layer was formed at the bottom of theetwVith addition of 1.5 wt% GDL the gelation
occurred nearly at the same time as the appanfidhe continuous sediment layer. On the contrary,
using 1 wt% GDL, gelation occurred after 0.8 h velaar a continuous sediment layer began to form
only after 0.4 h. In that case the phase separ&iimgtics was quicker than the network formation

kinetics.

Figure 95 illustrates the change in microstructuité increasing levels of xanthan gum at three
different GDL concentrations (1, 1.5 and 2.5 wt%pifluorescence micrographs at 1.5 wt% GDL
revealed the same features as CLSM for increasamghan gum concentratione. a transformation
of the structure from homogeneous to fibrous stmés and finally to isolated aggregates dispensed i
a xanthan gum-rich continuous phase. Microstrustofethe gels acidified with 1 or 2.5 wt% GDL
were comparable to those observed for 1.5 wt% G@icentration, although they were shifted from
fibrous structures to isolated protein-rich aggtegaat higher xanthan gum concentration with
increasing GDL concentration. For instance isol@ggregates appeared from 0.2 wt% for low GDL

concentrations whereas it was observed from 0.1 xetthan gum for 2.5 wt% GDL.
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0.05% 0.085%

1.5%
GDL

2.5%
GDL

Figure 95. Microstructure of acid milk/xanthan gum gels at 418 containing various xanthan gum concentrat{6r3.2 wt%) as determined by epifluorescence
microscopy at three different GDL concentrationsl(b, 2.5 wt%). Scale bar indicates 200 um.
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Figure 96. Lengths of the protein-enriched structures asretian of xanthan gum concentration for three GDL
concentrations (1, 1.5 and 2.5 wt%). The mean wadtthe structures is represented in the grey zdhe.lines are
drawn to guide the eye.

Based on microstructure observations, the varioogphwologies of protein-enriched structures
were characterized (Figure 96). An addition of aydew xanthan gum concentrations (<0.03 wt%)
changed the protein network microstructure (Fidd8a and Figure 95) but no separated protein-rich
micro-gels could be identified. In those cases]amgth and width of separated protein-rich micro-
gels determination could be done. At 0.05 wt% xantgum, the length of protein-rich micro-gels
reached a maximum value, which corresponded teelitregated fibrous structures (Figure 93a and
Figure 96). However, the length decreased sigmtlgawhen microstructure shifted to isolated
protein-enriched aggregates, with presence of tsires with a length about 5 times smaller than the
fibrous one. It is worth noting that at high xamhgum concentrations the length of the structures
tended to reach the width value, meaning that netire elongation was obtained for the isolated
protein-enriched aggregates that became more spheri

The trend of an initial increase and a subsequeatedse in structures length with increasing
xanthan gum concentration appeared whatever the @G@rcentration. However, stirred gels
acidified with 1 wi% GDL had the most elongatedrdils structures whereas 4 times smaller
structures were found in systems prepared withw2% GDL, i.e. with the highest gelation rate.

158



Chapitre 4 : Mélanges lait / xanthane avant etsagéification

These differences in microstructures could behatteid to the time delay for milk protein gelation
(Figure 95) which allowed the microstructure to lgeobefore triggered freezing through protein
gelation. As a consequence, for lower gelation, thie structures were sedimenting to a large extent
before being kinetically trapped by gelation. Oa tontrary, smaller fibrous structures were found i
the system containing 2.5 wt% GDL where sedimemtatof protein-rich domains competed

drastically with the gelation process.

Finally, understanding the interplay between pleeggration and gelation made it possible to
design a wide range of morphologies with lengthying from 20 to 400 pum.

Conclusion

The present study showed how various gel microgtras could be designed by acquiring a
better understanding of the combined xanthan gumili protein phase separation and gelation
process. Microscopy in combination with rheologiedperiments was used to understand the
mechanisms involved iacidified milk containing varying concentrations»a@nthan gum and GDL.
Starting with a casein network, the microstructiresmsformed into a fibrous structure and isolated
protein-rich aggregates dispersed xanthan gum-rich continuous phase, dependingathan gum
concentration. Although a depletion-flocculationepbmenon in xanthan gum / skim milk mixture
was described, a side-by-side aggregation of cdrated casein micelles domains along the xanthan
gum chains could occur when acidification proceel@eding to a reinforcement. Gelation can then
be used to trap kinetically the sedimenting aggesgdeading to specific fibrous structures. The
potential to design different types of morphologisscontrolling the gelation rate gives a way to
manipulate textures. Therefore this study coul@¢dmmplemented by sensory analysis in order to see
if interesting novel textures could be created thgigon of such microgels with various shapes.
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La compréhension de la compétition entre les phénes de séparation de phases et de

gélification a conduit a formuler une large gamne rdorphologies de gels acides enrichis

en

xanthane. La microscopie associée a des mesur@sgigties a permis d’interpréter les mécanismes

impliqués dans la formation des gels acides contedifférentes concentrations en xanthane et en

GDL. Ainsi, une modification progressive de la mstructure en fonction de la concentration

xanthane, en évoluant d’un réseau gélifié€ homogedes structures fibreuses et enfin a des m

en

Cro-

gels riches en protéines dispersés dans une pbasaeuz enrichie en xanthane, a pu étre mise en

evidence. Bien que l'ajout de xanthane dans le dhibutisse a un phénomeéne de déplét

jon-

floculation, les domaines riches en protéines @oent s’agréger le long des chaines de xanthase lor

de l'acidification, formant ainsi des structurebréuses a 0,05% de xanthane. Modifier la vitesse

d’acidification constitue une approche particuli@ent intéressante pour créer une large gamm

microstructures variant de 20 a 400 um, et pouéigrde nouvelles textures.
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[11.3. Mécanismes de formation des structures fibreuses

A partir des observations microscopiques des sirestobtenues aprés acidification d’un lait
enrichi en xanthane a l'aide de HCI ou GDL, il apa clairement que les deux méthodes
d’acidification utilisées conduisent, sous certaiwenditions, a la formation de structures fibrguse
(Figure 89 et Figure 93a). Dans le cas de l'utiiade HCI sous cisaillement, un phénomene
d’association semble intervenir, tout au moinsiplement, dans la mise en place de ces structures.
En revanche, il n’a pas été possible de confirmerésence de xanthane dans les structures gelifiée

par I'action de la GDL sur la base des observatimitsoscopiques et rhéologiques.

Une approche par dosage indirect basé sur des esegiscosimétriqgues a permis d’estimer la
guantité de xanthane contenue dans les structibesu$es. La concentration en xanthane des
surnageants apres centrifugation a été calculéetia ge courbes étalon reliant la viscosité appare
a 100 § et la concentration d’'une solution de xanthangufé 97a). En connaissant les fractions
volumiques des deux phases en présence, la qudetitanthane incorporée dans les structures
fibreuses a été déduite (Figure 97b). Une valeuk derrespondrait donc a un emprisonnement de la
totalité des chaines de xanthane dans les straaj@idiées alors qu’'une exclusion du xanthane des

complexes fibreux serait caractérisée par une vakache de 0.
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Figure 97: (a) Courbe étalon entre la viscosité & 1®@tsa concentration en xanthane d’'une solutioradehane &
0,1 M NaCl & 43°C ; (b) Evolution de la quantit&@athane dans les structures gélifiées a I'aide@ea 1 mol.I*

a 25°C sous cisaillementA) ou de GDL a 1,5% a 43°Ce() en fonction de la concentration en xanthane
initialement présente dans le lait

Les complexes fibreux formés suite a une acidificea I'aide de HCI contiennent du xanthane

a partir d'un ajout initial supérieur ou égal a 3@ de xanthane, et ce phénomeéne s’accentue a
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mesure que la concentration initiale en xanthams talait augmente. Ce résultat tend non seulement
a confirmer des phénoménes de formation de conplertre le xanthane et les protéines de lait,
mais aussi le réle des propriétés rhéologiquescpééres du xanthane. En effet, 'augmentatiodade
guantité de xanthane dans les structures fibremsesoncentrations élevées en xanthane peut étre
interprétée comme la conséquence de I'alignemam dombre croissant de chaines de xanthane
dans le champ de cisaillement, permettant desaictiens et un piégeage plus efficace des protéines.
Dans le cas d’'une acidification lente a la GDL, emnelusion presque totale du xanthane et partielle
du xanthane dans les structures gélifiées a éteérvdes pour une concentration initiale en xanthane
respectivement de 0,05% et 0,2%. Ainsi, I'effetrduel des interactions entre le xanthane et les
protéines de lait dans ces conditions d’acidifmatne semble pas étre prédominant lorsque le

systeme a été acidifié a I'aide de GDL.
V. CONCLUSION

Une distinction au niveau de la structuration dels gn fonction de la méthode d’acidification
utilisée doit étre envisagée (Figure 98). D’'unet,pées complexes fibreux créés suite a une
acidification a I'aide de HCI sous cisaillement satructurés par un support a base de xanthane,
détectable par un voile translucide en microsccpieequel se fixeraient les protéines. D’autrg, pa
I'acidification lente a base de GDL favorise certasformation d’'un réseau gélifi€é, mais permet
également a la séparation de phases par déplé&immdtion entre le xanthane et les micelles de
caséines de s'opérer. Dans cette situation, leoulgls de xanthane auraient le temps de se
regrouper dans une méme phase en début d’'acidificdimitant ainsi les possibilités d’interaction
avec les protéines de lait lorsque le pH s’approghepoint isoélectrique des protéines. Cette
hypothese est appuyée par le phénoméne d’exclysiesgue totale du xanthane des micro-gels.
Toutefois, quelques chaines de xanthane pourraitaragir de maniere isolée avec les protéines de

lait en milieu acidifié, méme si ce phénomene rastenfirmer par des experiences complémentaires.
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Figure 98: Représentation schématique des structures §bseformées par acidification a I'aide de HCI ouLGD

aux échelles mésoscopique et microscopique

Hormis d’éventuelles interactions associatives estegr xanthane et les protéines de lait, les
analyses rhéologiques et microscopiques ont pedeismettre en évidence l'intervention d’autres
forces dans la structuration des gels acidifiéagdé de HCI ou de GDL sous une forme fibreuse

(Tableau 13).

Tableau 13: Niveau de contribution des différentes forcéa microstructure des gels acides enrichis en eamgtta
pH inférieur ou égal au point isoélectrique degdirnes et acidifiés a I'aide de HCIl ou GDL

Interac'flons. Acidification par HCI N'V‘?a“ .de Acidification par GDL N'V‘?a“ .de
macromoléculaires contribution contribution
Inter,a}ctlons Complexation + Complexation (+-)?
protéines-xanthane
Interactions Gélification acide Gélification amqe‘

e . S - +++ Regroupement di a la +++
protéines-protéines Fixation coopérative L

déplétion
Association des chaines
. - . - stabilisées par des liaisong
Interactions Liaisons inter-chaines i hydrogéne 4+
xanthane-xanthane | rompues par le cisaillement Temps de relaxation des
enchevétrements important
Cisaillement mécanique ++ Cisaillement lié a lavipé ++ +

Forces externes
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Chapitre 4 : Mélanges lait / xanthane avant etsagéification

Dans le cas d’une acidification brutale a I'aideHf€l, les chaines de xanthane orientées par
I'action du cisaillement forment un support fosifpar la fixation électrostatique et coopérative de
protéines. Il est a noter qu’une gélification agide GDL, ayant lieu dans des conditions identiques
celles permettant la formation des complexes fibgar HCI, conduirait a la formation de complexes
particulaires et non fibreux (Laneuville, 2004). mi& si la présence d’interactions associatives n'a
pas été confirmée au sein des gels acidifiés pabDl, les analyses rhéologiques des laits enriehis
xanthane et I'étude des cinétiques relatives deéfmration de phases et de gélification ont permis
d’apporter certaines clés de compréhension visades forces mises en jeu dans la formation des
structures fibreuses. Un parallele entre la pd#silid’allongement des gouttelettes contenues dans
les systemes lait / guar acidifiés sous l'actioriedgravité (Chapitre 3).2) et les structures fibreuses
observées apres acidification par la GDL peut &tabli. En effet, I'orientation verticale des
structures fibreuses laisse supposer que les demanrichis en protéines ont été figés par la
gélification alors qu’ils sédimentaient sous unerfe non sphérique, ceci en raison des propriétés de
la phase continue riche en xanthane, et notamnasntetnps de relaxation tres élevés. Augmenter ou
diminuer lintensité des forces externes, dontiaitement mécanique ou la gravité, constituerait

donc une stratégie intéressante pour jouer swededdd’allongement des structures fibreuses.
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Chapitre 5 : Effet de I'histoire thermomeécanique su les

propriétés des gels acides enrichis en polysacchdes

Dans le cas des mélanges lait / guar ainsi qué kanthane acidifiées a I'aide de GDL, des
structures filamenteuses ont été obtenues. L'afiorent des micro-gels au sein de systémes enrichis
en guar ou la formation de structures fibreuses ystemes riches en xanthane semblent étre
majoritairement attribués a un effet de sédimemtaties domaines enrichis en protéines par gravité.
L’hypothése d'un rble de l'agitation thermique ddasmise en place de ces structures reste en
guestion. Par ailleurs, l'action d’'un cisaillemestnstitue un parameétre clé pour la création de
complexes fibreux élaborés a partir de mélanged teanthane acidifies par HCI. L’ensemble des
résultats décrits dans les chapitres 3 et 4 cordlitypothése selon laquelle les concentrations en
polymeéres seraient certes a prendre en considérdtias I'obtention de morphologies variées de

gels, mais les paramétres de procédé y contrilardgrégalement de maniére significative.

L’objectif de ce chapitre est de modifier les &aients thermiques et mécaniques de systémes
lait / guar avant et pendant la gélification acide.partir des observations macroscopiques,
microscopiques et rhéologiques, il s’agira ensdéeelier les conditions de procédé appliquées aux

propriétés des gels acides brassés.

|. EFFET DE L"HISTOIRE THERMIQUE

Dans un premier temps, la température a été maieteronstante avant et pendant la
gélification du systéme. Ensuite, les mélanges/lgar ont subi des histoires thermiques variées,
construites a l'aide de différentes étapes de temtyp® avant que la formation du gel n’ait lieuinAf
de pouvoir mieux généraliser les phénomeénes olservéonction des modifications des parameétres
de procédé, la composition initiale en polymeres dgstemes lait / guar a été fixée a un
enrichissement de 0,3% de guar et celle en GDBE%.1,

|.1. Effet de la température d’acidification

Lorsqu’une séparation de phases au sein d’'un sgsteixte a lieu, la gélification intervient
comme un événement perturbateur en ralentissarg eai bloquant ce phénoméne. Par conséquent,
la compréhension de l'aspect cinétique de ces daéxements se produisant conjointement est

cruciale. Modifier la température d’acidificatioe dystémes lait / guar additionnés de GDL permet a
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la fois de moduler la vitesse de séparation degshat celle de la gélification acide. Un suivi de |
séparation de phases a tout d’abord été réalisémpanoscopie confocale et par une méthode
d’interaction lumiére-matiére. Ensuite, les difféies microstructures des gels brassés acidifiesa d
températures variant de 30°C a 60°C ont été dissutn s’appuyant sur la connaissance des
cinétiques respectives de séparation de phasesgélification acide des protéines.

Cette partie des résultats a fait I'objet d’un article publié dansBiopolymers.

Interplay between phase separation and gel formanostirred acid

milk/guar gum gels: effect of acidification rate
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! AgroParisTech, UMR1145 Ingénierie Procédés AliraeRt 91300 Massy
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Abstract

The possibility of designing various microstrucsirtarough the interplay between phase
separation due to depletion mechanisms and acitcet protein gelation was investigated. In order
to modify the phase separation and gelation kisetimar gum / acid milk mixtures were acidified
using gluconad-lactone (GDL) at temperatures varying from 30°B@3C. The microstructures of
the stirred mixed gels were then discussed in lafhthe knowledge of the phase separation and
gelation timescales. Small spherical protein-emtcimicro-gels dispersed in a guar gum-enriched
continuous phase were found at high acidificatiemgeratures, suggesting that the protein acid
gelation kinetics was quicker than an extensiveplgtogrowth through phase separation. For lower
acidification temperatures, a region where dropetlescence and sedimentation competed with gel
formation was identified. Thus, depending on thgidence time in that temperature domain, the
resulting microstructures varied from sphericakidended filaments of more than 100 pm length.
The results demonstrated that a broad range dfi@kfinicrostructures can been created by triggered
arrest through gelation of the phase-separatingtstre.

Keywords: Chemical physics; Microstructure; Mixggtems; Interaction; Biopolymers
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1. Introduction

Polysaccharides and proteins are present togethenany kinds of food systems and are
largely responsible for the texture and stabiliie do their own functional properties but alsotteitt
interactions. Actually, these two macromolecules asually incompatible, showing spontaneous
phase separation (Doublier et al., 2000; de Kruifufinier, 2001; Corredig et al., 2011). Exceeding a
certain polysaccharide concentration, the phasaraBpg system can be considered as a water-in-
water emulsion with some particularities (Frith,120 Turgeon et al., 2003): (1) owing to their low
interfacial tension, droplets can greatly deformemt and coalesce (Tolstoguzov, 1991; Tolstoguzov,
2007; Norton & Frith, 2001) and (2) the emulsiorstdéilization follows Stokes’ law (Foster et al.,
1997; Foster et al., 1996; Schorsch et al., 1988) with small density differences resulting inslo

creaming or sedimentation rates.

Previous studies have shown that mixtures of mitkgins and galactomannan such as guar
gum result in a segregative phase separation wttdbto a depletion-flocculation mechanism
(Bourriot et al., 1999; Tuinier et al., 2000). Dagdeng on the mixture composition position in the
phase diagram, phase volume ratios can be charsgeelhas the type of polymer constituting the
continuous and the dispersed phases (Schorsch, 498P; Spyropoulos et al., 2010). Under non-
equilibrium conditions, droplets behave as conwdi emulsions and can evolve through
coalescence and sedimentation (Foster et al., 18@r)instance, it has been established that in the
case of 10 wt% skim milk powder/0.32 wt% locustrbg@am, demixing occurs only 1 minute after

ending stirring at the microscopic scale (Schoetchi., 1999).

A second event that can interfere with phase sépares the gelation of one or both phases.
Generally gelation is governed either by tempeeatis for example in the case of heat-treated whey
proteins or cold setting gels of carrageenan atatigeor by acidification of the proteins (Renad
al., 2006; Michon et al., 2010). In that specifise, the process of protein acid-induced gelatiadd
to a network of casein strands aggregated throsmyelectric precipitation. The pH kinetics decrease
can be controlled by GDL addition, the progresshwarolysis of which highly depends on
temperature (Heertje et al., 1985; Lucey et al.9719Lee & Lucey, 2004) and mimics the

acidification kinetics obtained by a bacterial audt

Recently, emphasis has been put on the understandlihe interplay that occurs between the
thermodynamic driving force of the phase separadind the kinetics of gelation (Norton & Frith,
2003; Lundin et al., 2000). Indeed, most of thetaysitic studies concerning kinetical trapping of
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phase separation by gelation process have invelvexy protein (de Jong et al., 2009; Rediguieri et
al., 2007; Syrbe et al., 1998) or gelatin or cazgan gelation (Lorén & Hermansson, 2000; Lorén &
Hermansson, 2003; Wolf et al., 2001). Working omatje / maltodextrin mixtures, Lorén et al.
(1999) and Lundin et al. (2000) showed that thelezxe time in the temperature domain where the
phase separation competed with the gel formaticeraened the morphology of the resulting

microstructure.

On the contrary, relationship between acid-indugetiation and phase separation processes
going on in a neutral polysaccharide / casein mgtand the ultimate morphology of the gelled
phase, has received less attention. While cond@rsaof polysaccharides as low as 0.1 wt%
affected the microstructure of mixed acid milk geith a compaction of the network (Sanchez et al.,
2000; Aichinger et al., 2007), addition of high centrations led to trapped compact micellar
aggregates dispersed in a polysaccharide-enricbbatinaous phase (Everett & McLeod, 2005;
Perrechil et al., 2009). To our knowledge, the a@ffeof the combined phase separation and gelation
kinetics on stirred guar gum / acid milk gels hawefar never been investigated and therefore merit

further attention.

The objective of the current study was to illugrdtow, by changing the acidification
temperature, and thus the acidification rate, fiassible to play on the relative phase separainzh
gelation kinetics which led to design a wide rawfenorphologies in stirred guar gum / acid milk
gels. For this purpose, phase separation proces$olawed using confocal microscopy and a light
backscattering technique. Moreover, gels preparedragious acidification temperatures were
characterized based on microstructure. The morghedowere discussed on the basis of the

understanding of the interplay between phase sepai@nd gelation.
2. Materials and methods

2.1. Preparation of the mixed gels

Skim milk with 46 g.kg@ protein was reconstituted by dispersing low-hénsmilk powder
(CH low heat, Ingredia, Arras, France) in Milli-Qater under continuous stirring for 1 h at room
temperature. Higher protein content than conveationilk was used as it is mostly applied for
industrial low-fat yoghurts in order to avoid syasgis. To ensure complete hydration, skim milk was
kept overnight at 4°C. Then, milk was heated aC3f@t 7 min in water baths. After cooling down to
60°C, dry powdered guar gum (Viscogum MP, Cardil5A) was added to the milk to a final

concentration of 0.3 wt%. The mixture was stirredd further 30 min at 60°C in order to completely
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solvate guar gum. Then, the temperature was adjustthe acidification temperature, ranging from

30°C to 60°C. Before acidification, all the mixtareere at a pH of around 6.7.

Gelation of the mixed systems was induced by tluitiad of gluconoé-lactone (GDL) (Sigma
Chemicals, St Louis, MO, USA). This lactone hydsealy slowly in aqueous solution and thereby
gradually reduces the pH of the milk. Skim milk wasdified by addition of 1.5 wt% GDL to the
milk while kept at a temperature of 30°C to 60°@niediately after the GDL addition, 30 mL of the
mixture was poured into plastic cylinders (30 mmandeter X 65 mm height) and placed in an
incubator. The pH was measured in the meantime avigfH-meter Consort D130 multiparameter
analyzer (Turnhout, Belgium). When a pH value @& @0.05) was obtained, the set acid milk gels
were immediately stored at 4°C overnight until reggh analysis. For stirred acid milk gels
preparation, the set gels were quickly cooled doweold water bath to 20°C in order to slow down
drastically the pH decrease. Then, the gels weearsld by passing through two successive plastic
pipes (length: 40 cm and internal diameter: 7 nength: 100 cm and internal diameter: 3 mm) with
a mesh of 500 um holes at the end while pushed IasterfleX peristaltic pump (Cole Parmer,
Vernon Hills, USA) at 380 mL.mih Gels containing large particles were stirredhia two pipes
without the final mesh to obtain a homogeneousestigel but to avoid the disruption of big protein-
enriched micro-gels. After stirring, stirred gelene immediately stored at 4°C overnight to avoid

post-acidification.
2.2. Instrumental characterization

The phase separation was followed using a Turbis@@® (Formulaction, France). A non-
acidified 0.3 wt% guar gum / skim milk mixture wpsured in glass tubes (diameter 27.5 mm) at a
temperature varying from 30 to 60°C. Backscattesialyies at 880 nm were acquired every 40 um
along a 40 mm height of sample at different tinternvals.

For phase separation observations, milk samplesil} were poured in glass tubes (inner
diameter 6.1 mm). The milk was either left to phssparate for 5 h for the non-acidified mixture, or
it was acidified at temperature ranging from 30%C60°C until a pH of 4.60+0.05). Then the
samples were stored at 4°C overnight before amaly$ie values of height fractions of supernatant
were calculated as the ratio of the height of t@yet (H) to the total height of the sampley)H
Sample heights were detected using a TurbiscarsiClA 2006 (Formulaction, France).

Confocal microscopy was used to observe the phegaration process along the time in a
0.3 wt% guar gum / milk mixture at 60°C after aghitof 1.5 wt% GDL. A rheo-optical device
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(RheOptiCALF, CAD Instruments, France) (Boitte et al., 2013)sMitted on an inverted confocal
laser scanning microscope (CLSM) (Leica TCS AOBQ 8Rica, Germany)). By using this device,
parallelism and planarity of the slides were endues well as a defined gap width of sample of
3 mm. Stacks in the Z direction were performedifiemdnt time intervals and an image profile was
then reconstituted from each stack. It allowed phsg settling droplets with elongated profiles.
Proteins were stained by addition of DyLight 540 (A in 1 g of sample) which was excited using a
helium-neon laser with wavelength 543 nm and theriscence was detected with a photomultiplier

ranging from 570 to 620 nm.

Epifluorescence microscopy was used to visualizenticrostructure of the stirred mixed gels.
Nile Red was dispersed in the samples (25 uL inof gample) in order to stain the proteins. Then
the samples were placed on a microscope slide aviglass coverslip on the surfaces. Images were

acquired using an Olympus BX51 microscope (Olymjnnerica, Lake Success, NY).

To characterize the morphology of the structuretainbd, their length and width were
measured manually from optical microscopy imaged ampeated 10 times for each image.
Depending on the image magnification, the smapesticle dimension in the measurements was 15-
20 pum. When the width was not constant along thelevparticle length, mean was performed. Care

was taken to ensure that the preparation of theostope slides had not damaged the particles.
3. Results

3.1. Phase separations in guar gum / milk mixtureat neutral pH and depending on

temperature

A 0.3 wt% guar gum / milk mixture was examined prio acidification, with the aim of
characterizing the phase separation kinetics amdrékulting phase volumes. The phase diagram
established by Bourriot et al. (1999) showed tluatiteon of 0.3 wt% guar gum in casein micelles
dispersions induced phase separation by depldibootflation effects. Consistent with this studyr ou
visual observations indicated that, at this comagiain of guar gum, a two-phase system formed, one

top phase enriched in guar gum while the bottons@leéas enriched in proteins.

To examine the microstructure during the demiximgcpss confocal microscopy was used.
Previous studies have shown the rapid evolutignhake separation of a mixture of two incompatible

biopolymers just after the mixing of the system fd@t al., 2011; Schorsch et al., 1999; Fostel. et a
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1997). However, images were performed in the X ¥nplane which means that the coalescence

process could be followed but not the sedimentgilmnomenon.

0.03 h 0.1h 0.2h 0.5h

Figure 99. CLSM images profiles in Z-direction along a 160 peight from the bottom slide of a 0.3 wt% guar
gum / milk mixture just after GDL addition at 60°The evolution of the system from left to right koaround 0.5 h.
Times given on the figure are indicative.

Figure 99 depicts the sedimenting process of av®8 guar gum / milk mixture with 1.5 wt%
GDL at 60°C during 30 min after ending stirringotins appear in white owing to the fluorescence
of DyLight 549 while the dark areas correspond @daes devoid of protein, thus containing mostly
guar gum. The laser excitation decreased as itagaly from the bottom cover slide, which was
responsible for the appearance of a protein-depletmne at the top of the sample. Therefore,
emphasis has been put on the description of therlpart of the samplés previously reported in
the case of skim milk / guar gum systems (Boumtodl., 1999b; Tuinier et al., 2000; Spyropoulos et
al., 2010), a water-in-water emulsion system wasepnled with protein-enriched droplets dispersed
in a guar gum continuous phase. At initial timehea small droplets are concentrated near the fotto
slide while the top of the sample is much less eatrated in protein. However, after few minutes,
noticeable signs of coalescence appeared as tipetiizes strongly increased to reach around
100 um. Moreover, the non-spherical shape of tlopldts provides evidence of a non-equilibrium
state resulting from recent coalescence. Then,ctiveentrated packed bed of protein-enriched
droplets are coalescing to form a sediment layeis hot maintaining their individual droplet shapes
As new droplets approached the packed sediment,ldijey collided and coalesced which
contributed to increase the sediment layer alomgtitme. Therefore, microstructural observations
during sedimentation of protein-enriched droplesfcmed that phase separation is a kinetic process

and that it could be followed in experimental tiszale.
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Figure 100. (a) A Backscattering values of a non-acidified 0.3% gyan / skim milk mixture along its height in a
glass tube over the time at 60°C; (b) Maximum valtid Backscattering at the bottom of the tube as atiomof

time. Dotted lines correspond to the time of thgibeing of droplet sedimentation (0.12 h) and appeee of
continuous sediment layer (0.4 h).

Another way of studying the phase separation kisas to use a light backscattering technique.
Figure 100 shows the variation dfBackscattering for a non-acidified 0.3 wt% guamguskim milk
with 46 g.kg* of protein mixture along the height of the sampie,60°C, over different times.
Profiles were compared to the control correspondimgtime O h. From the first minutes of
measurements, theBackscattering level decreased at the top of dinepte (right part of the graph)
while it increased drastically at the bottom of emple (left part of the graph) (Figure 100a).
However, after 0.4 h, thA Backscattering intensity at the bottom reachedaximum value of
approximately 23% and remained constant with tifRggure 100b). This steady value can be

attributed to the formation of a sediment layerthe bottom of the sample, the height of which
increased up to 7.5 mm after 1 h.

By using multi-scale techniques, the macroscopasplseparation kinetics can be related to a
microstuctural change. It should be noted that difitation in backscattering may be due to either a
change in droplet size or protein concentratiorsekms reasonable to suggest that the increase in
backscattering intensity at the bottom may be o to a protein concentration increase due to
droplet sedimentation and coalescence. This iodggreement with the confocal images profiles
showing a gradient of protein-enriched droplet emiation a few minutes after mixing. The
sedimentation process follows Stokes’ law and floeeedepends on droplet size and density and on

continuous phase viscosity. Moreover the formatibthe sediment layer is driven by the possibility
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of coalescence of the droplets (Foster et al., 199ide to the very low interfacial tension of the
water-in-water emulsion systems (Frith, 2010; Tagsizov, 2003) and the high probability of
collision of the packed droplets, the droplets emsily coalesce to form the sediment layer.
Consequently, two key times for phase separatiocgss can be identified: the beginning of the
droplet sedimentation (time 1) and the beginninthefformation of the sediment layer defined at the
time where the\ Backscattering level varied less than 10% (timetlZat is to say 0.12 h and 0.4 h,

respectively, in the example presented in Figubl10
3.2. Interplay between phase separation and gelatio

Although the phase separation process in guar guitk/mixture has received attention in the
last years (Bourriot et al., 1999b; Tuinier et 2000), little is known about the use of polysacites
such as guar gum during the acid-induced gelatiateed, gelation could interfere with the ongoing
phase separation process and produce differenbstiactures depending on their relative kinetics.
Acid milk gels were prepared at temperatures rangiom 30°C to 60°C in order to modify the

gelation kinetics for a given guar gum / milk mix@gstem.

The effects of the temperature on phase separatiere studied by determining the
A Backscattering variations of a 0.3 wt% guar gumilk mixture at neutral pH and during gel
formation (Figure 101). For the non-acidified mpds, theA Backscattering kinetics showed the
same profiles for temperatures varying from 35°®@6C with a sharp increase AnBackscattering
intensity followed by a constant value (thin blakves, Figure 101la-d). As shown in Figure 100b,
the phase separation kinetics was defined withithes where the first signs of droplet sedimentatio
and formation of a sediment layer were observeas&tiwo times determined for the non-acidified
mixtures at various temperatures were reportedigarg 101 (arrows 1 and 2, respectively). When
increasing the temperature from 35°C to 60°C (Fgl@la to d, respectively), a shift of the phase
separation kinetics to shorter times was detedtk explanation of this behavior could be the
decrease in viscosity of the mixture at higher terafures. Moreover, it is likely that the increasin
thermal agitation from 35°C to 60°C may also aaeée the frequency of droplet collision and
therefore promoted coalescence and sedimentatibas,Tit is important to note that following
Stokes’ law, the sedimentation rate depends orvidwsity of the continuous phase as well as the

droplet size.
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Figure 101. Variation of maximum value dk Backscattering at the bottom of the tube as atiomof the time in
guar gum / milk mixtures at neutral pH (thin curves after GDL addition (bold curves) and pH kiwsti(dotted
curves) at (a) 35°C; (b) 43°C; (c) 47°C; (d) 60°The first arrow indicates the time of beginning drbplet
sedimentation and the second one the beginningeofdrmation of the sediment layer refering to thigture at
neutral pH. The dotted line corresponds to the tifngel formation at pH 5.2.

On addition of GDL to the milk, the pH decreasedgpessively (dotted curves, Figure 101a-d),
which led to a destabilization of the casein me®lin the form of a continuous gel network
classically defined around pH 520.1 (Lucey et al., 1997). Dotted lines in FiguBda-d exhibit the
time needed for the mixture to reach this pH ang tto gel. A clear decrease in gelation time was
observed when the acidification temperature in@edsom 35°C to 60°C. For instance, the pH of gel
formation was reached after 0.8 h at 35°C whilatygh needed only 0.12 h to occur at 60°C. It is
well established that GDL hydrolysis strongly degeeon temperature and that the rate of hydrolysis
increases at higher temperatures (Lucey et al7)199

The values o\ Backscattering at the bottom of the sample weqgiiaed during acidification
of a 0.3 wt% guar gum / milk mixture at temperasuranging from 35°C to 60°C (bold curves,

Figure 101a-d). Though initidl Backscattering profile of the guar gum / milk gystacidified at
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35°C shows similar features as the same mixtumeeatral pH, a progressive increase in intensity
appeared after 0.8 h (Figure 101a). On the conttheyprofiles acquired for the mixtures acidifietd
43°C, 47°C and 60°C were only superimposed to tmeatidified mixture at the initial stages of the
phase separation process (Figure 101b, ¢ and d).thHese three acidification temperatures, a
maximum ofA Backscattering intensity followed by a subsequisdrease was observed. The higher
the acidification temperature, the lower the inspeaf A Backscattering values. At all studied
temperatures, a clear modification of th@ackscattering slope appeared at the gel pointated by
the dotted lines corresponding to pH 5.2. Thusatg® is responsible for the alteration of the
A Backscattering intensity. The subsequent decreageBackscattering values after the onset of
gelation may be due to the presence of a guar guiohed continuous phase surrounding the micro-
gels during and/or after the network formationutésg in a different interaction of the system hwit
light and therefore contributing to a decreaseackiscattering value.

In order to discuss the variation @ Backscattering obtained for various acidification
temperatures, it is important to understand therphkhy between phase separation and gelation
process. Therefore, the key times correspondingh& beginning of phase separation and gel
formation were reported in Figure 102 as a functdrthe acidification temperature. Using the

relative timescales for phase separation and geidton, three kinetic zones were determined.
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Figure 102.Kinetics of gel formation, droplet sedimentatiarddormation of the sediment layer of a 0.3 wt%rgua
gum / milk mixture acidified at acidification temagure varying from 30°C to 60°C. Dotted lines deted the three
different zones of kinetics of phase separationannection with gel formation. Lines are drawn todg the eyes.
Standard deviations are obtained from triplicate.
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The first zone comprises mixtures acidified at terapures below approximately 43°C. From
the A Backscattering profiles at 35°C (Figure 101ajs ipossible to notice that in case of addition of
GDL or at neutral pH, a sediment layer formed aftes h as illustrated by a stationary
A Backscattering level. As a consequence, the pegsaration occurs long before and independently
of the gel formation. On the contrary, in the throhe above 50°C, gelation proceeds faster than
extensive droplet sedimentation and sediment |dgemation. However, a slight increase in
A Backscattering intensity up to 0.12 h was obsermdtie mixture acidified at 60°C (Figure 101d).
Therefore, there was a short time delay for theléte to begin to coalesce and sediment before the
gelation occurred. This is consistent with the ocoaf microscopy observations (Figure 99), since
only some droplets located on the lower part ofsample could coalesce and sediment. The very
beginning of the sediment layer formation was dett@arlier at the microscopic scale due to the
40 um accuracy of the light backscattering techaidn between, an intermediate temperature zone
including mixtures prepared from 43°C to 50°C candefined. Acidification at 43°C constituted a
particular case where the time of gel formationresponded exactly to the beginning of the
apparition of the sediment layer (Figure 101b amgiife 102). Then, as the acidification temperature
went up, the increase i Backscattering was arrested at different stagethéyonset of gelation
(Figure 101b and c). As a result, for the systeslsriging to this second zone, the sedimentation of

the droplets competes with the gel formation.
3.3. Properties of set and stirred guar gum / acidnilk gels
3.3.1. Phase separation behavior

Evidence of phase separation at the macroscopel leas clearly seen in non-acidified
mixtures and gels prepared at different temperatuFgure 103a and b report the phase volume of
the different phases. Using a light backscattetampnique, sample heights could be detected more
precisely than with visual observations with anuaacy of 0.5 mm. In the case of non-acidified
mixtures, two distinct phases were formed after dthemperatures varying from 30°C to 60°C
(Figure 103a). The top guar gum-enriched phasepiedua significantly higher volume than the
bottom protein-enriched one. It is important taestdat the temperature had only a slight effect on
the height fraction of supernatant. Thus, similaues of top phase around 0.7 were found for all th
temperatures which shows that all the systems démached their thermodynamic equilibrium after 4h.

Whatever the temperature, depletion effects betweeracidified milk proteins and guar gum gave
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rise to the formation of a protein-enriched seditayer near the equilibrium conditions (Bourritt e
al., 1999b; Tuinier et al., 2000).

1.0 L L L 1.0 L L R L Supernatant
a ] ] b 1 1| [C1Droplets
0.8- - 0.8—/\/—— Il Sediment layel
o 0.6+ . . 0.6 s
r z - -
T
0.4+ . T 0.4+ .
02_ . _
0.0 o.o#.......
30 35 40 45 50 55 60 30 35 40 45 50 55 60
Temperature (°C) Acidification temperature (°C)

Figure 103.Height fraction of the phases analyzed after gt 4°C overnight of (a) a non-acidified 0.3 wg¥ar
gum / milk mixture; (b) 0.3 wt% guar gum / milk dcinilk gels acidified at temperatures varying fr@°C to
60°C. The three different zones of kinetics of ghssparation in connection with gel formation dreven.

Figure 103b shows the different phase volume foastiof set guar gum / acid milk gels
acidified at temperatures ranging from 30°C to 60fCcomparison to the systems at neutral pH,
three distinct phases were detected in system#iadict temperatures below 43°C. Moreover, set
mixed gels prepared above 43°C were biphasic wittixaof whey and guar gum-enriched top phase
and a bottom phase corresponding to the gelle@iprenriched phase. However, it should be noted
that this bottom phase exhibited a different aspenn the sediment layer detected in the non-
acidified mixtures. Those phase behaviors haveetoelated to the phase separation phenomenon
observed during acidification in non-equilibriumneiitions (Figure 101la-d and Figure 102). For the
acidified mixtures belonging to the first zone atnperatures below 43°C (Figure 102), a large
number of droplets had time to grow by coalescemzesediment to form a bottom protein-enriched
layer before gelation occurred. In contrast, thventtion of the sediment layer was prevented by the
early gelation of the protein-enriched dropletsét gels acidified at temperatures above 43°C. This
result is clearly consistent with the sudden arpésthe increase of\ Backscattering at gel point
previously shown in Figure 101b, ¢ and d. Therefagelation had the effect of stopping the
formation of the sediment layer and the droplefraedtation and thus froze the evolving system at

an intermediate stage.
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3.3.2. Microstructures of stirred acid skim milguar gum gels

The knowledge of the relative kinetics of gelateomd phase separation is of critical importance for
the determination of the microstructure of mixedsteyns (Doublier et al., 2000; Lorén &
Hermansson, 2000; de Jong et al., 2009). Figure ill&trates the changes in microstructure of
stirred guar gum / acid milk gels acidified at teargiures ranging from 30°C to 60°C to a final pH of
4.6. The bright areas correspond to the proteirsghavhereas the dark background is enriched in a
mix of guar gum and whey. At low acidification teemptures i(e. 30°C and 35°C), long protein-
enriched filaments of around 400 um were dispemsetl guar gum continuous phase. However, as
the temperature of gel preparation increased,ites ®f the filaments decreased and small spherical
droplets appeared. High acidification temperatisesh as 55°C and 60°C produced significant
changes in the morphology of the stirred gels withaggregation of small droplets, giving an aspect
of a connected organization at this observatiotestiashould be noted that micro-gels morphologies
were already formed in set gels and the subseaiiring did not break or orient specifically the

micro-gels.

Figure 104. Epifluorescence micrographs of stirred guar guaeid milk gels acidified at various temperatures as
indicated in the figure until a pH of 4.6 and stbeg 4°C overnight after stirring. Bars represes@t gm.

To go further into detail, the droplet size chagastics expressed as mean length and width

were analyzed for stirred guar gum / acid milk galspared at temperatures varying from 30°C to
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60°C (Figure 105). There was a clear tendency tsvar decrease in droplet dimensions with
increasing acidification temperature, the lengtingdrom ca. 100 um at 30°C and 35°C, to 50 um at
temperatures higher than 47°C. The droplet geonwftrthe gel acidified at 43°C constituted an

intermediate case with a wide variety of micro-getepes, which is further supported by the error

bars reflecting the high variation of the partigegths.

T T T
®m  |length |
® \Width

Droplet dimension (um)

0 T T T T T T T T T T T T
30 35 40 45 50 55 60

Acidification temperature (°C)

Figure 105. Droplet length and width of guar gum / stirreddaniilk gels acidified at temperatures varying from
30°C to 60°C to a final pH of 4.6 and morphologytleé droplets as determined by optical microscépyor bars
represent the repetability over the analysis oumiper of 10 particles. Experiments at 43°C werdopered in
triplicate. Bars represent 250 pum.

This result, however, should not be over intergtedimce the underlying image analysis data
are based on a limited number of particles. Theegfihe morphology of gelled droplets acidified at
different temperatures is visualized in Figure 10bnsistent with the high variation of the droplet
dimensions, it became clear that several categamieparticle morphologies, from spherical to
filamentous, were identified. As the acidificatie@mperature increased, smaller but much more
abundant spherical droplets appeared. This evolutiothe spherical droplet dimension with the
acidification temperature is in good agreement witke time delay for the gelation to occur
(Figure 102). Indeed, the early gelation of thetays acidified at high temperatures prevented an

extensive droplet growth and coalescence.

Another droplet population comprises long filamerstomorphology but a distinction
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depending on the acidification temperature can beenAt high acidification temperatures (47°C
and 55°C), the elongated droplets appeared verylht with a uniform width along the particle
length. On the contrary, the microstructures detkct 30°C showed larger gelled droplets with

asymmetric morphologiegg. rather thin main droplet bodies with a very lapgetein-enriched end.

High temperatures promoted thermal agitation ang timcreased coalescence rates which
probably made the droplets spin more easily. I, fa@ation of anisotropic gel structures including
ellipsoidal morphologies and long extended fibresvater-in-water emulsions has previously been
reported (Tolstoguzov, 1991; Wolf et al., 2001; tdar & Frith, 2001). However, in those studies,
deformation was obtained by applying a controllbégas flow superimposed on gelation of the
dispersed phase. In the 0.3 wt% guar gum / milktunés studied here, dispersed protein-enriched
droplets can greatly deform to an extent which ddpeon the stresses such as thermal agitation, the
properties of the two phases and the interfacejllastrated by the non-spherical droplets in
Figure 99.

The asymmetry of the droplet morphologies produtddw acidification temperatures may be
mainly attributed to the effect of gravity. For #eo systems, the droplet evolution through
coalescence and sedimentation prior to proteintigalas evident (Figure 101a). Thus, if droplet
gelation occurs in a non-equilibrium state, thetaile morphology is kinetically trapped while
maintaining its shape. Moreover, it has been shthah increasing the gravitational force produced
enough energy to distort the droplets, which hadetifiect of making the droplets spin by increasing
particle deformation, without promoting break-upcoalescence (Rohart & Michon, 2014). Finally,
heterogeneity of the droplet morphologies for défg acidification temperatures originates not only
from the relative timescale of phase separation geldtion, but also probably from the effect of

thermal agitation and/or gravitational forces.
Conclusion

The present study was undertaken to gain a betieratanding of the combined effects of
phase separation and gelation on the structurevatar-in-water emulsion. Confocal microscopy and
a light backscattering techniqgue were found to keful in determining the kinetics of phase
separation and gel formation. By changing the &cation temperature, and thus acidification rdte o
a guar gum / milk mixture, three kinetic zones waeéned based on a comparison of time between
phase separation and gelation. High acidificatemgeratures gave rise to small protein-enriched

droplets that were trapped by the early acid-indugeotein gelation. On the contrary, there was a
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time delay for the droplets in the systems acidif&e low temperatures to coalesce and sediment.
Then, gelation can stop the sedimentation progeasnon-equilibrium state. However, a gradient in
the vertical direction is formed and long protenriehed filaments can be created. The two
mechanisms inferred to explain the droplet extansie thermal agitation and the effect of gravity.
Knowledge of the relative phase separation andigal&inetics allows the design of a wide range of

morphologies, from spherical to elongated, whichldde linked to sensory perception.
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Par un effet combiné d’une séparation de phasds ket gélification acide des protéines de [ait,
différentes morphologies de gels brassés ont pel @&ées. Sur la base d’'une variation de la
température d’acidification, la cinétique de séditagon de gouttelettes riches en protéines angu ét
modifiée et a été suivie au moyen de la microscopidocale et d'une technique de rétrodiffusion de
la lumiere. En confrontant les temps respectifsédimentation des gouttelettes et de formation du
gel acide, trois zones cinétiques ont été délimite fonction de la température d’acidification.|La
morphologie des gels brassés acidifiés a diffésetempératures a été discutée en fonction de ces
cinétiques relatives. Ainsi, des micro-gels sphégjd’une taille inférieure a 50 um dispersés dans
une phase continue riche en guar ont été obterugempératures d’acidification élevees, ce qui
laisse supposer que la gélification a eu lieu avqu les phénomenes de coalescence et de
seédimentation des gouttelettes ne prennent de l&ampAu contraire, de faibles températures
d’acidification favorisent une coalescence et utgiraentation des gouttelettes et donnent naissance
a de longs filaments d’environ 100 um. A lorigim® I'allongement des structures se trouve
vraisemblablement un effet de gravité, mais aussagithtion thermique. Un ensemble de
microstructures composées de micro-gels de forrhérgqes a filamenteuses a été élaboré par un
effet de compétition entre les phénomenes de diparae phases et de gélification. Ges
morphologies originales pourraient non seulementgg des propriétés rhéologiques particulieres,

mais également modifier de fagon majeure la pei@megensorielle de ces produits.
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|.2. Modification de I'histoire thermique avant gélification

Les résultats précédents ont permis d’illustrembmniere dont la température et le procédé de
gélification modifient le comportement de séparatie phases de biopolymeres. En effet, I'influence
de la température est a prendre en considératisr&l’évaluation de la vitesse de sédimentatem d
gouttelettes avant leur gélification. Par ailleuirest important de rappeler que la vitesse d’blyde
de la GDL est trés dépendante de la températuneildhu.

L’élaboration de différents cycles thermiques permi@ne part de modifier la vitesse de
separation de phases et d’autre part, de décateoheent de formation du gel acide. Dans ce cadre,
des mélanges lait / guar a 0,3% additionnés de H&%DL ont subi une succession d’étapes de
températures différentes. A titre d’exemple, laurggl06a présente les cycles thermiques appliqués a
un systéme donné : aprés ajout de la GDL a 22°@nigérature a rapidement été diminuée jusqu’a
8°C puis le mélange non acidifié a été maintenatéecempérature de 0 h a 4 h. Suite a ce stockage

faible température d’'une durée variable, la tentpéeades meélanges a été augmentée jusqu’a 43°C.

Parallélement aux transitions de température, ledpgimélanges a évolué. Lors du maintien
des systémes a 8°C, la chute du pH a été consldgrait ralentie avec moins de 0,5 unité pH de
variation en pres de 4 h. En revanche, le passag8°@ a 43°C a contribué a une diminution
soudaine du pH, responsable de la formation dweysl le pH de 5,2. Les profils de température et
d’acidification indiquent que le stockage des syste a basse température constitue une approche
particulierement intéressante pour décaler le pdetgélification. Ainsi, la formation du gel se
produit apres un peu plus d’'une heure lors d’unntreni de 30 min a 8°C alors que plus de 4 h 30

sont nécessaires pour atteindre le pH critiqueétiagtion du systeme ayant séjourné 4 h a 8°C.
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Figure 106: (a) Cinétiques de pH (en noir) et cycles de t@mfure (en gris) de mélanges lait / guar a 0,3%
additionnés de 1,5% de GDL ; (b) Aspects macrospms des différentes phases des gels a pH 4,6 baant
brassage (les pointillés gris délimitent la zorodei en guar de la zone riche en micro-gels, lestipés noirs, la
zone riche en micro-gels de la couche de sédime)) Gels brassés acides enrichis en guar & 0,34 4,6
correspondant a un temps de 0, 1, 2 ou 4 h paBS€ abservés en microscopie optique. Les barregseptent
500 um. Les gels présentant des structures filbeilade taille trop élevée ont été brassés paragasa travers les
deux tuyaux.

En fonction des cinétiques de température et deappliquées aux différents systemes, les
propriétés des gels acides avant et aprés leusdgasarient. A I'échelle macroscopique, I'ensemble
des gels non brasseés est composeé de trois phasephase inférieure riche en protéines, une phase
supérieure riche en guar et une phase intermédianstituée principalement de micro-gels enrichis
en protéines (Figure 106b). Cependant, une évalaela fraction des phases en présence peut étre
mise en évidence en fonction du cycle thermiqudiquog Alors que la phase intermédiaire riche en

micro-gels protéiques tend a diminuer, le sédiméciie en protéines et le surnageant de guar
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augmentent de maniére importante, lorsque le tepgssé a 8°C avant gélification est éleve.

L’ensemble des mélanges ayant subi la méme étapgmentation de la température jusqu'a 43°C,

les différences observées s’expliqueraient dondgpmps de maintien des mélanges a 8°C. Quelle
gue soit I'histoire thermique, la coalescence esddimentation des gouttelettes n'ont pas pu étre
évitées, en raison de I'évolution de I'émulsion edans eau et de la séparation de phases
microscopique tres rapide. Puisque le temps dedibom du gel a été décalé du fait du stockage a
8°C, l'intervalle de temps entre le début de laaséfion de phases et la gélification a été augmenté
Dans cette situation, un nombre plus important algtglettes a eu la possibilité de sédimenter et de

former la couche de sédiment avant que la géliinacide ne fige le systeme.

La morphologie des gels acides brassés obtenus #&gseédifférents cycles thermiques est
présentée sur la Figure 106c. De longs filameniamgés & des micro-gels sphériques de taille plus
petite sont visibles dans les systémes ayant s&ale O a 1 h & 8°C. Néanmoins, plus le temps de
stockage a basse température augmente, plus eloent des structures semble s’atténuer et des
zones sombres, correspondant au sédiment richer@gines, apparaissent. Deux explications
peuvent rendre compte de ces observations micrimgeEp D’'une part, la vitesse de gélification
détermine le moment auquel les microstructuregtnpiégees par la formation du gel. D’autre part,
malgré une mobilité des constituants réduite parhaute viscosité et une faible agitation thermique
le maintien a 8°C pendant un temps long a contrédodé coalescence des gouttelettes riches en
protéines. Ensuite, I'étape de montée en tempé&raaud3°C a conduit a une diminution de la
viscosité du milieu avant la formation du gel, fasant la sédimentation des gouttelettes de grande
taille sous la forme de filaments par un effet devige et d’agitation thermique. Ainsi, la possiiéil
d’évolution des microstructures avant leur géliiima dépend non seulement de l'intervalle de temps
disponible entre le début de la séparation de ghesele la formation du gel, mais également de
I’histoire thermique subie par le systeme.

Afin d'illustrer de maniere plus exhaustive I'effée I'histoire thermique sur le comportement
de phases, un ensemble de gels mixtes acidifiggdi Ide 1,5% de GDL a subi différentes étapes
thermiques : soit un stockage a 8°C ou 22°C pendiariemps allant de 0 h a plusieurs heures puis
une montée a 43°C permettant la formation du gat, 'n maintien pendant toute la durée de
I'acidification a une température fixe d’'une gamwe@mprise entre 30°C et 60°C. Les hauteurs

relatives des phases de ces différents gels onégtéupées sur la Figure 107a et b.
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Figure 107: (a) Hauteurs relatives de chaque phase ; (b)edesi relatives de sédiment de gels acides enrgchis
guar a 0,3% a pH 4,6 avant leur brassage ayantdifi@ientes histoires thermiques lors de leur ifiction. Le
temps de gélification correspond au temps nécespaiir atteindre un pH de 5,2.

Les hauteurs de sédiment, de micro-gels et de geand semblent varier relativement
linéairement en fonction du temps de gélificatiéimsi, 'augmentation du temps nécessaire a la
formation du gel permet aux gouttelettes de sédienezt de former une couche inférieure riche en
protéines. La quantité de protéines disponible pefmrmation et la coalescence des gouttelettas te
a diminuer aux temps de gélification longs, ex@iauainsi la diminution de la phase riche en micro-
gels et 'augmentation du surnageant enrichi err.gbautefois, une différence de I'évolution de la
couche de sédiment en fonction du temps écoulét dadarmation du gel peut étre observée selon
les cycles thermiques (Figure 107b). Lorsque legesyes ont eté maintenus a une faible température
de 8°C ou 22°C avant 'augmentation de la tempéggusqu’a 43°C, la hauteur de sédiment formé
diminue, et cette tendance est d’autant plus proé®mue la température de stockage est basse. Ce
comportement peut étre attribué a un effet combinéécalage de la gélification vers des temps plus
longs et a la faible vitesse de sédimentation en &vec une viscosité de la phase continue plus

élevée lors d'un temps passé a basse températmelagélification.

En complément de I'étude du comportement macrogoepiles phases, les microstructures ont
été caractérisées (Figure 108). En se basant suesare de la longueur des micro-gels et sur les
observations microscopiques, une différence d’dimiudes microstructures en fonction du temps de
gélification est mise en évidence selon les hietoithermiques subies par les systemes. Comme
discuté dans le paragraphg de ce chapitre, un allongement des micro-géabservé lorsque la
température d’acidification diminue de 60 a 30°@, mison de l'augmentation du temps de
gélification permettant une plus grande évoluties dtructures avant leur gélification. Par ailleurs

I'application d’'un cycle thermique incluant un pags a basse température a 8°C ou 22°C aboutit a
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une taille de micro-gels trés élevée, pouvant radtei pres de 250 um. Cependant, un temps de
gélification supérieur a 1,25 h conduit a une dition progressive de la longueur moyenne des
structures et a l'apparition de zones sombres tssmages de microstructure des gels brassés

correspondant a des morceaux de la couche de s@diagmentée par le brassage.

Sur la base des longueurs de micro-gels calculéeforction du temps nécessaire a la
formation du gel, trois zones peuvent étre déliesitda premiére zone, comprenant des temps de
gélification entre O et 0,5 h, intégre les gelsddiégs aux hautes températures pour lesquels les
gouttelettes ont été figées par la gélificationssone forme sphérique et de petite taille. Au cordr
des structures de taille supérieure a 100 um aigpard pour des temps de gélification compris entre
0,5h et 1,25 h. Dans cette seconde zone, |'effetl'distoire thermique est primordial et
I'allongement des structures est réalisé au tragerforces de gravité mais également de I'agitation
thermique, notamment lors de la montée en tempeératuw3°C pour les mélanges ayant passé au
préalable un temps inférieur a 1,5 h environ a 8C22°C. Au-dela de 1,25 h de temps de
gélification, la taille des micro-gels tend a dimném, ce qui laisse supposer qu’une quantité non
négligeable de protéines a sédimenté avant queydatielettes ne puissent étre piégées par la
gélification acide. L’ensemble de ces résultatsfiome qu’un équilibre subtil entre les débuts de
coalescence et de sédimentation des gouttelett@$aemation de la couche de sédiment est a tmouve

afin de contrdler la morphologie des structuregobes.

Finalement, la connaissance des cinétiques de tammpés et de gélification appliquées aux
différents systémes permet d’expliciter en partie propriétés des gels acides avant et aprés leur
brassage. En faisant varier les histoires thermsiq@mpliquées aux mélanges avant et pendant| leur
gélification, les effets de l'agitation thermiquede l'intervalle de temps compris entre le débait d
sédimentation des gouttelettes et la formation dusgr les microstructures ont pu étre mis|en
evidence. Outre le décalage du moment de formadiorgel, la modification de la vitesse de
sédimentation des gouttelettes provoquée par umgelmaent de température est également a prendre

en considération, la combinaison de ces deux pdrasngera abordée dans le chapitre 7.
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Figure 108: Longueurs des micro-gels au sein des gels wassdes enrichis en guar a 0,3% a pH 4,6 ayantdifférentes histoires thermiques lors de leur
acidification. Les images ont été obtenues en retopie optique. Le temps de gélification correspandemps nécessaire pour atteindre le pH de 2. L
barres représentent 250 um. Les lignes en pom#ll@,5 h et 1,25 h délimitent trois zones de lengade micro-gels.
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[l. EFFET D’UN TRAITEMENT MECANIQUE

La modification de I'histoire thermique a mis emiére que des niveaux de cisaillement aussi
faibles que ceux généres par des phénomenes déégoavd’agitation thermique permettaient une
déformation des gouttelettes. Par conséquent, éstiqun de I'effet d’'un cisaillement aux grandes
deformations sur les propriétés des gels mixtedeacse pose. Cette problématique a été traitée a
partir de mélanges lait / guar acidifies a l'aidgeldtilisation de deux types de ferments. Apreg un
étude concernant linfluence de la concentrationgear sur la macrostructure des gels fermes
acidifiés a I'aide de ferments, I'effet du cisaiflent sur les macro- et microstructures et les prt¥s
rhéologiques des gels mixtes a été étudié enarttlisne concentration en guar fixe de 0,25%.

En comparaison avec une acidification a I'aide dd_{es cinétiques de pH obtenues lors de
I'acidification du lait par des ferments a 43°Cg@itent un temps de latence pendant lequel lgefaibl
production d’acide lactique par les bactéries n&mitye pas de changement majeur de pH (Figure 109
et Figure 68). A travers les variations de soudiaesériennes, l'activité acidifiante des fermerdatp
étre modifiée. A titre d'illustration, le temps tience particulierement élevé du ferment 1 condauit
un décalage de la gélification vers 4 h alors qoisde 3 h sont nécessaires a la formation du gel
laitier acidifié par le ferment 2. 1l est & notaregles ferments 1 et 2 utilisés dans le cadre te ce
étude produisent peu ou pas d’exopolysaccharidegjifférences entre ferments liées a cet effet ne

seront donc pas discutées ici.

7;0 T T T T T T T T T T T
i — — Ferment 1 |
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Figure 109: Cinétiques de pH des mélanges lait / guar 80,a28idifiés a I'aide du ferment 1 ou 2 & 43°C. ltege
gélification de 5,2 est rappelé par la ligne grise.
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La méthode d’acidification utilisée influence nagukement la cinétique de diminution de pH,
mais aussi les propriétés macroscopiques des getesravant leur brassage (Figure 110). A la
différence des gels acidifiés a I'aide de GDL, éuteur de surnageant des gels obtenus par I'action
du ferment 1 suit une évolution tres proche duesyst non acidifié lorsque la concentration en guar
augmente. Ce comportement peut s’expliquer pamnas$ nécessaire a la formation du gel d’environ
4 h, qui est donc du méme ordre de grandeur que leé$sé au mélange lait / guar pour que les
gouttelettes riches en protéines coalescent etefatrita couche de sédiment. Par conséquent, la
gélification tardive du systéeme acidifié par lesnients, en raison de la présence d'un temps de

latence élevé, favorise la formation d’'une couchesdé&diment avant le piégeage des structures.

1.0 S et & 0% GDL
: {1 m 1%GDL
084 } | e 15%cGDL
’ s A 25%GDL
1 & §"@" E <& Ferment 1
> 0,6- i

H/H

-+

! | | | | !
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Figure 110: Hauteurs relatives de surnageant des gels feénp$ 4,6 contenant de 0% a 0,5% de guar acidifiés
avec 1%, 1,5%, 2,5% de GDL ou avec le ferment 3°&€4Les hauteurs relatives de surnageant des gesddait /
guar de 0% a 0,4% sans ajout de GDL obtenues 4pr&s43°C sont rappelées en pointillés.

Y

De maniére a écourter le temps disponible a lans&uiation des gouttelettes riches en
protéines, un cisaillement & 500 rpm sous agitatiagnétique a été appliqué en continu jusqu’a un
pH déterminé au cours de I'acidification du systéaite/ guar a 0,25% additionné du ferment 1 ou 2.
Méme si I'application d’'un cisaillement continu peconsidérablement affecter voire empécher
I'action de certains ferments, les cinétiques didication des ferments 1 et 2 utilisés dans leread
de cette étude ne semblent pas avoir été modiiééscon majeure (résultats non montrés). L’aspect

macroscopique des gels mixtes acides avant leasdga est présenté sur la Figure 111a.
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Figure 111: (a) Aspects macroscopiques des différentes phdess gels acides enrichis en guar a 0,25% a pH 4,6
acidifiés a 43°C a l'aide du ferment 1 ou 2 et ay@a cisaillés jusqu’au pH indiqué sur la figues(pointillés gris
délimitent la zone riche en guar de la zone riahengro-gels, les pointillés noirs, la zone riclmergicro-gels de la
couche de sédiment) ; (b) Hauteurs relatives dejuehgphase (symboles pleins : ferment 1 ; symboldesv
ferment 2). Le pH de gélification de 5,2 est rapg®r la ligne grise.

Quel que soit le ferment utilisé, plus le cisaillatha été conduit jusqu’a un pH bas, plus le
sédiment, partie inférieure blanche riche en pne®i diminue. Toutefois, cette observation n’est
valable que pour des pH de fin de cisaillement sapés a 5,2, correspondant a la formation du gel.
Un systeme homogéne en apparence et monophasipastgorsque le cisaillement a été appliqué
continment tout au long de l'acidification y congpa des pH inférieurs au pH de gélification. Pour
faciliter I'interprétation, les hauteurs relativds la phase de sédiment, de la phase riche en-micro
gels et par déduction celle de surnageant, ontegigrtées sur la Figure 111b. Bien que suivant une
évolution similaire en fonction du pH de fin deaillement, la hauteur de la couche de sédiment des
systemes acidifiés par le ferment 1 est supérigwele formée dans les gels obtenus par I'action d

ferment 2 et ce, pour 'ensemble des pH de finigaltement. Ce résultat apparait en accord av&c le

193



Chapitre 5 : Effet de I'histoire thermomécaniquelss propriétés des gels acides enrichis en potysaides

cinétiques d’acidification décrites precédemmerg@tplique par un temps de gélification plus élevé
pour le ferment 1, bloquant la séparation de phplestardivement que dans le cas du ferment 2. Le
comportement de la phase riche en micro-gels ectitondu pH de fin de cisaillement semble plus
complexe a interpréter, probablement en raisom dediabilité du réarrangement de la phase riche en

micro-gels dont la compaction dépend en partiedethille et de leur forme.

A I'échelle macroscopique, le cisaillement du sysélors de lacidification du lait a
effectivement eu pour effet de diminuer voire degoler de maniere significative la formation de la
couche de sédiment. Afin de compléter ces obsenstune étude des propriétés microstructurales et

rhéologiques de ces gels apres brassage a été (rémére 112a et b).
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Figure 112: (a) Gels acides brassés enrichis en guar a 0&2bPb4,6 acidifiés a 43°C a I'aide du ferment 2y&nt
été cisaillés jusqu’au pH indiqué sur la figureselyés en microscopie en épifluorescence. Les haemésentent
500 um ; (b) Spectres viscoélastiques a 4°C deslgaksés enrichis en guar a 0,25% a pH 4,6 &3difi43°C a
I'aide du ferment 2 et ayant été cisaillés jusqupalindiqué sur la figure

Les images obtenues en microscopie en épifluorescdes gels acides brassés ayant été
cisaillés jusqu'a un pH de 6,7 a 5 sont présentéeda Figure 112a. Les zones claires révelent la
présence de protéines et par contraste, les zamasras permettent de localiser le guar et/ou le
lactosérum. En absence d’'un cisaillement lors deidification, des agrégats de taille variable
dispersés dans une solution riche en guar appandidsn revanche, I'application d’'un cisaillement
jusqu’a un pH de 5,9 donne lieu a la formationrés tongs filaments de I'ordre du centimétre plus

ou moins enchevétrés et a des micro-gels de plite paille. Lorsque le cisaillement a été conduit

194



Chapitre 5 : Effet de I'histoire thermomécaniquelss propriétés des gels acides enrichis en potysaides

jusqu’au pH de 5,4, soit juste avant le point dbfigation, les gels brassés se présentent sous la
forme de micro-gels de taille moyenne et agrégde exux pour certains. La morphologie du gel
cisaillé en continu, y compris aprés que le pHigqué de gélification ait été atteint, differe
radicalement des microstructures décrites précédmmnnavec I'apparition d’'un ensemble de trés
petits agrégats protéiques.

Les propriétés rhéologiques des gels brassés pe@tvermises en lien avec les microstructures
(Figure 112b). Ainsi, le spectre viscoélastique sistéeme n'ayant pas été cisaillé lors de
I'acidification est typique d’'un systéme peu sturét ce qui peut étre attribué a I'absence de
connexion entre les agrégats protéiques. La présgmdongs filaments dans le gel ayant été cisaillé
jusqu’au pH de 5,9 contribue de maniére importamtepropriétés viscoélastiques du gel. En effet, la
valeur élevée des modules viscoélastiques et tearfaible dépendance a la fréquence indiquent la
présence de propriétés solides. Celles-ci sonllelies plus prononceées lorsque le cisaillementta ét
mené jusqu’au pH de 5,4, en raison de la forte exion entre les micro-gels. Méme si le spectre
viscoélastiqgue du systeme ayant été cisaillé jasgpH de 5 se rapproche de celui d’'un systeme
structuré, les valeurs de G’ et G” sont relativatibles. Dans ce cas, les petits agrégats presi

agissent comme une suspension de particules coéesmhais non connectées entre elles.

L’ensemble des propriétés macrostructurales, nticrosirales et rhéologiques peut étre
discuté a la lumiere des cinétiques d'acidificatien de séparation de phases. En absence de
cisaillement lors de l'acidification, la majorité&sl gouttelettes a eu la possibilité de sédimerger p
effet de gravité pour former la couche de sédinasaint que la gélification n'ait lieu, le brassage
ayant eu pour effet de fragmenter les agrégatgioras gélifieés en diverses tailles.

Lorsque le mélange lait / guar est soumis a unlleisgnt, un équilibre entre la coalescence
des gouttelettes riches en protéines et leur rapiar instabilité de Rayleigh est mis en placeguie
conduit & un systtme homogéne macroscopiquemenmt Pegvelde et al., 2003 ; Butler &
Heppenstall-Bultler, 2003 ; Foster et al., 1996pufEfois, I'arrét du cisaillement provoque une
séparation de phases presque instantanée, toutoms @ I'échelle microscopique (Figure 54).
Ensuite, la vitesse de coalescence des gouttetidfmnd de la force et de la fréquence de collision
de I'état liquide ou solide de la gouttelette, dmps de contact ou encore des propriétés inteidacia
(Foster et al., 1997). Sur la base de ces conmaissal’action du cisaillement a 500 rpm lors de
I'acidification du lait aboutit & un phénoméne depture des gouttelettes préedominant sur leur
coalescence. Ainsi, le temps d’évolution des gtettes correspondrait uniqguement a l'intervalle de
temps disponible entre la fin du cisaillement etiébut de la formation du gel. Par conséquent, les
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longs filaments ou micro-gels présents dans les dpehssés ayant été cisaillés jusqu’au pH
respectivement de 5,9 et 5,4 seraient a l'origiren dphénomene de coalescence puis de
sédimentation des gouttelettes apres arrét dulemsaint et avant leur gélification. La différence d
taille des structures entre ces deux gels brasaésait étre expliquée par un temps d’évolution des
gouttelettes élevé dans le cas du systéme cigasit’'au pH de 5,9, ce qui justifierait également |

présence d’'une couche de sédiment importante @ilb).

Si le cisaillement se produit lors de l'acidifieat] I'effet du cisaillement continu sur les
micelles de caséines, et sur leur modification itedpar le changement de pH, est a prendre en
considération. A la différence du gel brassé aydétcisaillé jusqu’au pH de 5,9, celui ayant été
cisaillé jusqu’au pH de 5,4 a vraisemblablement si@s mécanismes de dissociation de certaines
caséines et surtout de solubilisation du phospbatecalcium colloidal pendant I'application du
cisaillement (Dalgleish & Law, 1988). L'aspect t@lament agrégé des micro-gels de ce gel brassé
pourrait étre interprété comme la conséquence daugmentation de I'adhérence des micro-gels
gélifies entre eux suite a I'application du cisaitlent lors des modifications physico-chimiques des

micelles de caséines et/ou aux forces de collismnnulles lors de la formation du gel.

L’effet d’un cisaillement pendant la gélificatioeyt conduire a une inversion de phases suite a
une augmentation de la rigidité des gouttelettée k& leur gélification (Foster et al., 1997).
Cependant, dans le cas des gels laitiers acidete see cinétique lente associée a une absence
d’agitation lors de la transition sol-gel permeblatenir un réseau gélifié. Contrairement a la
possibilité de formation d’'un micro-gel lors de dalification de gouttelettes riches en protéines,
I'action du cisaillement lors de la gélification péthe le regroupement des protéines sous la forme
de gouttelettes. De ce fait, les protéines degkifient probablement de maniére isolée mais patve
se réassocier sous forme d’agrégats, notammengukrdes répulsions électrostatiques sont
minimales. La taille des agrégats présents dansyséeme ayant été cisaillé jusqu'au pH de 5
dépendrait essentiellement de la vitesse de @saiht ainsi que du temps d’agitation (Pacek et al.,
2003 ; van Marle, 1998). Il est a noter que ledd@mns de cisaillement choisies ont permis d’obten
des agrégats suffisamment petits et nombreux,uteds suspension concentrée en particules, pour
éviter une décantation ultérieure dans un délapldsieurs jours (Figure 111a). Par ailleurs, les
propriétés d’écoulement de ce gel brassé s’apparetdut a fait a un produit laitier de type yacurt

boire, avec toutefois une concentration en guas tlaphase continue de prés de 0,25%.
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Finalement, le choix de I'application d'un cisaillent a été motivé par la possibilité que
présente cette démarche de bloquer I'évolutioriéeulsion eau dans eau. En effet, il semble que la
rupture des gouttelettes en une taille infériewmide sur leur coalescence tant que I'agitation est
mise en ceuvre. Par un arrét du cisaillement desysadditionné de ferments a un pH déterminé,
des longs filaments, similaires a ceux préecedemméantts dans des mélanges acidifiés par la GDL,
ont pu étre créés. La compréhension des modifitapinysico-chimiques subies par les micelles de
caseéines lorsque l'acidification est combinée &isaillement resterait toutefois a approfondir.

[1l. CONCLUSION

La modification de I'histoire thermique et mécaregavant, pendant et apres la gélification de
mélanges lait / guar a permis de mettre en évidémeportance du temps dont dispose le systéme
pour évoluer avant sa gélification. Ainsi, I'intafle de temps entre le début de la séparation de
phases et la gélification a été modulé par un si@ela basse température qui a eu pour effet, non
seulement de ralentir la séparation de phases, aussi de décaler le point de gélification. La
deuxiéeme approche a reposé sur I'application disailement en continu jusqu’'a un pH précis,

bloquant de cette maniére la séparation de phases.

Un lien étroit entre les conditions de procédéaanlicrostructure du gel brassé acide obtenu a
pu étre établi. L’allongement des structures sksa## au travers de forces de gravité et de Eaigin
thermique, la taille des micro-gels enrichis ent@res dépend largement de I'histoire thermique et
meécanique appliquée avant la formation du gel. &amséquent, la maitrise des conditions
thermomeécaniques garantit la possibilité de crésrmdicrostructures a fagon, composées de micro-

gels variant d’'une forme sphérique a filamenteuse.
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Chapitre 6 : Influence de la microstructure sur la
perception sensorielle de yaourts brassés enrichien

micro-gels

En modifiant le type de polysaccharides et le pilécatilisé, il a été possible de créer une
variété de microstructures de gels acides brasséa base d’'une compétition entre une séparaton d
phases et la gélification acide des protéines. Dmwadre de cette étude, le terme de « micro-gel »
été utilisé pour désigner les gouttelettes gékfiée les structures fibreuses, obtenues respeaiviem
a partir de systémes enrichis en guar et en xaatheinséparées de leur phase continue riche en
polysaccharides. Une démarche d’incorporation demg&ro-gels au sein d’'une matrice de type
yaourt brassé a été menée pour appréhender I'impam type de particules sur la texture senseriell

et instrumentale des produits.

De nombreux systemes alimentaires integrent laeppesde particules telles que des granules
d’amidon, des fibres insolubles (Bayarri et al.120 Dello Staffolo et al., 2004) ou des agrégats
protéiques (Cayot et al., 2008 ; Langton et al.97)9 Néeanmoins, les particules en apportant
potentiellement une sensation de granuleux en luymbuvent nuire a I'acceptabilité de certains
produits alimentaires. Dans le cas du yaourt, é&sgmce de particules ou grains peut étre considérée
comme un défaut pour des consommateurs qui redmrchajoritairement des produits lisses et

uniformes.

L’objectif de ce chapitre est d’évaluer si les élifnces de morphologie des micro-gels sont
perceptibles par des sujets sur le plan sensques, de déterminer les caractéristiques sensaielle
apportées par ces micro-gels incorporés dans umrtysans matiére grasse. Outre une modification
de la morphologie des particules par un changeaesparametres de composition et de procéde, la

concentration en particules constitue un seconetdiacle variation.

|. STRATEGIE EXPERIMENTALE

Afin de faire varier la forme et la taille des nuegels, le type de polysaccharides et la vitesse
d’acidification ont été modifiés sur la base desportements décrits dans les chapitres précédents.
Les micro-gels ont été obtenus par un effet de ébitmgn entre la séparation de phases de mélanges

lait / guar a 0,3% ou xanthane a 0,05% et la gélibn acide des protéines. Par ailleurs, I'utiicga
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d’'une concentration en GDL de 1, 1,5 ou 2,5% a ddieu a une variation de la morphologie des

micro-gels fabriqués a base de systémes enrichgsian

Deux parameétres ont été modifiés pour obtenir yra@s de produits varié : le type de micro-
gels et la concentration en micro-gels. A l'aiddalenodification de ces parameétres, un ensemble de
14 produits a été préparé, dont un échantillonespondant une répétition (fabriqué a I'aide de
I'enrichissement du yaourt brassé avec 2,5% deoagets obtenus a partir du systéme lait / guar
acidifié avec 1% de GDL), et le yaourt témoin na@teaant pas de micro-gels. Sur les images en
microscopie a contraste de phase (Figure 113mie®-gels fabriqués a partir du systeme enrichi en
guar ressortent en zones claires alors que celorés a partir du systéme riche en xanthane

apparaissent dans les domaines sombres.

Guar Guar Guar Xanthane Témoin
GDL 1% GDL 1,5% GDL 2,5% GDL 1,5%
2,5%
5%
10%

Figure 113: Plan expérimental des 14 produits élaborés tr pls deux paramétres (type de micro-gels faBsqu
partir du systéeme enrichi en guar ou en xanthamemtentration en micro-gels de 2,5%, 5% ou 109%)ymetboles
correspondants. Microstructures des 14 produitgreBs en microscopie optique a contraste de phasebarres
représentent 100 pm.
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[I. PROPRIETES SENSORIELLES

La classification ascendante hiérarchique réalsgdes produits en se basant sur I'ensemble
des descripteurs utilisés par les juges a donnéliges regroupements schématisés sous la forme du
dendrogramme présenté sur la Figure 114. Celuipermis de visualiser les distances entre produits
et de relier les produits les plus proches. La ooeien deux classes dissocie deux groupes. Le
premier groupe contient les produits avec des ngets en faible concentration (2,5%) fabriqués a
partir du systéme riche en guar, le témoin ain® deux produits contenant 5% de micro-gels
obtenus par les systemes a base de guar avecuesxteémes de concentration en GDL. Tous les
produits fabriqués par le systéeme a base de xamtitareux contenant 5 a 10% de micro-gels obtenus
par les systemes a base de guar sont inclus damsuleéme groupe. Une dichotomie peut étre
effectuée sur ce deuxieme groupe, permettant dlises deux produits contenant 5 et 10% de micro-
gels fabriqués a base du systéme riche en xantfangefois, I'analyse du dendrogramme ne permet
pas d’identifier clairement de regroupement seéondmposition ou la concentration en GDL, méme
si les produits de concentration en micro-gels édese situent majoritairement dans le deuxiéme
groupe.

N WTTWCT

ERTORRASEATE ¥ X XNl

Figure 114: Dendrogramme issu de la classification ascemdardrarchique des produits lors du profil flash
(témoin ©) ; micro-gels fabriqués a partir du systéeme emrchguar ) ou xanthanel() acidifié¢ avec 1, 1,5 ou
2,5% de GDL ; concentration en micro-gels : 2,552} ; 5% () ; 10% (mm))

En complément de la classification ascendante fiaiéiue sur les produits, des regroupements

basés sur 'ensemble des descripteurs sensorigsotiuflash ont été réalisés (Figure 115).
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Figure 115: Dendrogramme issu de la classification ascerdaigérarchique des descripteurs sensoriels gépérés
le panel lors du profil flash. Les notions sémamtis) proposées a partir des groupes de termesgai@ses termes
les plus fréquemment cités sont reportés a gauchiedrogramme.

Les juges ont utilisé chacun entre 3 et 10 desaript soit un total de 56 termes exploités pour
le panel. Ces termes concernent en majorité lauexvisuelle, en bouche et en cuillére. Le
dendrogramme issu de la classification ascendagtarbhique permet de distinguer trois groupes
principaux de termes. Le premier groupe integr@ambre important de termes relatifs au caractére
lisse, homogene et liquide. Le second regroupdeatawes relatifs au caractére granuleux, hétérogene
et a la présence de particules ou morceaux. Emebea le troisieme groupe comprend des termes
liés a la consistance, a I'écoulement et a l'or&itdp mais également d’autres termes faisant
référence a d'autres propriétés comme « morceawgranuleux » ou « filant ». Ainsi trois notions
sémantiques relatives a la texture peuvent étqgectisement proposées pour ces trois groupes :
« lisse-liquide », « granuleux » et « consistarit :est a noter que la notion de « lisse-liquidest
plus séparée des deux autres que ne le sont delkegranuleux » et « consistant ». De plus, les de

notions de « lisse » et « liquide » ne semblen@&pasdifférenciées par les juges.
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Une analyse procrustéenne généralisée a été applapx données individuelles générées par
chague juge afin d’obtenir une carte sensorielfesensuelle. Le premier plan du consensus de 'APG
est représenté sur la Figure 116. Ces deux prerads expliquent 78% de la variance totale.
L’examen des autres plans (non représentés) neep@an de mettre en évidence une répartition des
produits en groupes distincts.

La représentation des descripteurs individueldasligure 116a montre une opposition sur la
premiére composante de I'APG, portant 65% de laanae, entre les descripteurs relatifs a un
caractere lisse et homogéne et ceux liés a uneen de granuleux visuelle et en bouche. Si une
notion d’hétérogénéité semble ressortir majoritaget de ce premier axe, une distinction entre les
termes positionnés dans le premier quartile seaéfé@& une perception de « granuleux en bouche »,
« sableux » ou encore « rapeux aprés avoir avatogux situes dans le deuxieme quartile liésea un
perception de « granuleux visuel », peut étre mrsévidence. Bien que n’expliqguant que 13% de la
variance, le deuxiéme axe regroupe majoritairentkst descripteurs relatifs a la consistance, ce

groupe de termes étant toutefois également carkéremiére composante de 'APG.

Les produits ont été positionnés par rapport aaleates corrélations (Figure 116b). Il est a
noter que les deux produits fabriqués de maniéetigue a partir de 2,5% de micro-gels a base du
systeme enrichi en guar acidifié avec 1% de GDIlt selativement proches dans ce plan, ce qui est
satisfaisant du point de vue de la cohérence desdtaés du groupe. Les produits contenant peu ou
pas de particules sont opposés majoritairemenndége 2 de 'APG aux yaourts incluant une
guantité importante de micro-gels. Une séparaties produits en fonction de la concentration en
micro-gels est donc mise en évidence. La positiative des produits peut étre analysée grace aux
eléments d’explication sémantique apportés paelele des corrélations de la Figure 116a. Ainsi, le
produits contenant une concentration en particéllegee sont caractérisés par des termes sensoriels
relatifs a la notion de consistance, ce qui estiquéierement observable pour les produits incluant

des micro-gels fabriqués a base du systeme riclgei@n

Par ailleurs, les yaourts a base de micro-gelsapésppar le systeme enrichi en xanthane,
notamment aux hautes concentrations en micro-gelglistinguent nettement de ceux fabriqués a
partir du systeme riche en guar sur la premiereposante de '’APG. Ces produits sont reliés aux
termes, en majorité évalués visuellement, d'« log&méité », de « granuleux » ou encore de

« particules ».
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Figure 116: Plan 1-2 de I'APG (78% de la variance totale)les données sensorielles issues du profil flag) :
Corrélations des descripteurs avec les axes pangifl et 2 du consensus procrustéen ; (b) Cartepaehiits
(témoin ©) ; micro-gels fabriqués a partir du systéme emmchguar ) ou xanthanel{) acidifié¢ avec 1, 1,5 ou
2,5% de GDL ; concentration en micro-gels : 2,552} ; 5% () ; 10% (m=))

[1l. CARACTERISATION INSTRUMENTALE

L’étude instrumentale globale a été conduite paréalisations d'une classification ascendante
hiérarchique et d’'une analyse en composantes péales sur les produits en prenant en compte
I'ensemble des parameétres structuraux et rhéolegiqu
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La classification ascendante hiérarchigue menéelesurésultats instrumentaux permet de
distinguer trois groupes de produits qui sont ddifés de ceux obtenus a partir des données
sensorielles (Figure 117). A la différence d’unupe n’incluant que le produit contenant 10% de
micro-gels a base du systéme enrichi en guar acidVec 1% de GDL, ou d'un second ne
comportant que les deux produits contenant 5 et #i@%particules a base du systéme riche en
xanthane, le dernier groupe rassemble un grand meodebproduits. Toutefois, une coupure en quatre
classes permettrait d’isoler de ce grand grouepieduits fabriqués a partir de micro-gels acigifa
I'aide de 2,5% de GDL ou sans particules. Les nessinstrumentales permettraient donc de classer
les produits, mais seraient moins discriminantediféérentes dans leur caractérisation de la textur

gue celle issue de I'étude sensorielle.

Figure 117: Dendrogramme issu de la classification ascerdaigrarchique de la caractérisation instrumertdate
produits (témoin®@) ; micro-gels fabriqués a partir du systéme eméchguar ) ou xanthanel(l) acidifié avec 1,
1,5 ou 2,5% de GDL ; concentration en micro-g&$% (=) ; 5% (+) ; 10% (=))

Les deux premieres dimensions de l'analyse en ceamtes principales expliquent 73% de la
variance apportée par les caractérisations insmtatess (Figure 118). La projection des résultats
instrumentaux sur le plan 1-2 de I'ACP permet dsigijuer un premier axe portant les parameétres
issus de la modélisation des propriétés d’écoul¢ipanlia loi de Herschel-Bulkley opposant I'indice
de consistanc& a l'indice de comportememt (Figure 118a). Les parameétres structuraux liés a |
taille des micro-gels, le diamétre moyens) et la longueut, semblent également étre relativement
bien corrélés a ce premier axe. Par ailleurs,deosité a 100sainsi que les indices de consistakce

et de comportememtissus de la loi de puissance sont bien représeuntda deuxiéme dimension de
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I’ACP. Les parametres « aire », correspondant aactere thixotropique et « force », mesuré par un
test de rétro-extrusion sont corrélés a la foisadel 1 et 2 de I'ACP de facon relativement

équivalente.

Comme précédemment observé sur le dendrogrammeadelaksification ascendante
hiérarchique (Figure 117), les produits sembleabalement moins discriminés par les mesures
instrumentales que sensorielles (Figure 118b). sSawois voire quatre produits se détachent de
I'ensemble des autres produits. D’'une part, leslyte incluant 5% et 10% de particules fabriquées a
base du systéme enrichi en xanthane sont car&sdr@ un indice de consistarCet une longueur
L élevés, ce qui est en accord avec la présenceaamelas particules visibles sur les images en
microscopie (Figure 113). D’autre part, les prosluicluant 5% et surtout 10% de micro-gels
préparés a partir du systeme riche en guar acidifgc 1% de GDL sont bien représentés sur la
premiére dimension de I'ACP, liée & une viscositéa ' et un indice de consistankeélevés. La
présence de longs filaments gélifiés et enchev@wégait étre a I'origine d’une viscosité impottian
y compris aux vitesses de cisaillement élevées’wet daractére rheéofluidifiant marqué qui est

inversement corréléra

a 1 (100 2 k (puissance) b 4 i
Al
ire 3 | 0
Seltil (HB) Force
05 u 2 ]
S S
™~ K (HB) ~
N N
[0} n (HB) o e et
< 2 1,5
-0,5 8 -2 1
n (puissance) -3 1
-1 -4 i
-1 -0,5 0 0,5 1 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4
Axe 1 (39,8 %) Axe 1 (39,8 %)

Figure 118: Plan 1-2 de I'ACP (73% de la variance totale)lss données de la caractérisation instrumentéd :
Corrélations des parameétres instrumentaux aveaxes principaux 1 et 2 ; (b) Carte des produitsgié (O) ;
micro-gels fabriqués a partir du systeme enrichjear £) ou xanthanel{l) acidifié avec 1, 1,5 ou 2,5% de GDL ;
concentration en micro-gels : 2,5%) ; 5% (=) ; 10% (@m))
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V. RELATION ENTRE DONNEES SENSORIELLES ET INSTRUMENTALE S

Les réalisations d'une analyse procrustéenne gise®aet d'une classification ascendante
hiérarchiqgue ont permis d’analyser conjointemenéndemble des données sensorielles et
instrumentales. Le dendrogramme issu de la claatidn ascendante hiérarchique permet d’isoler un
groupe comprenant les produits caractérisés de émarinstrumentale et sensorielle incluant
différentes concentrations de micro-gels fabrigwesbase du systeme enrichi en xanthane
(Figure 119). Une coupure en trois classes dissdeiex groupes supplémentaires. Un groupe
contient majoritairement le yaourt témoin et cemtégrant une faible concentration en micro-gels,
alors que l'autre groupe est moins distinct. Aitesiclassification des produits a partir des dosnée
sensorielles et instrumentales permet de distindesr produits en fonction de la nature du
polysaccharide utilisé pour I'élaboration des migets et de la concentration en particules

incorporées.

NIORIOTIEY X W ¥ Xt EOROTE Yok Yor t=f
Figure 119 : Dendrogramme issu de la classification ascemdaigrarchique des produits de deux premiéres
dimensions des configurations instrumentales et@ériles de I'APG (témoind@) ; micro-gels fabriqués a partir du
systeme enrichi en gua®) ou xanthane({) acidifié¢ avec 1, 1,5 ou 2,5% de GDL ; concentrai&n micro-gels :
2,5% (=) ;5% () ; 10% (mm))

Le premier plan de I'APG, représenté sur la FigL#@ explique 89% de la variance totale. Sur
le cercle des corrélations, les axes 1 et 2 défiaise consensus sensoriel sont bien représamtés s

les premiére et deuxiéme dimensions de I'APG raspauent (Figure 120a). En comparant ces axes
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aux parameétres issus de la caractérisation instratee 'axe 1 du consensus sensoriel est lié a une
longueurL et un diamétre moyeti 3 importants, et donc une taille de particules éewdors que
I'axe 2 est associé & une viscosité a Id@tsun indice de consistankeélevés. Ainsi, I'espace de
produits étudié se différencierait selon deux disiams principales, déterminées par les paramétres
instrumentaux et les descripteurs sensoriels etsqaot reliées aux notions de « consistance » et
« granulosité ». Ce résultat est tout a fait cattéagec d’autres études sensorielles et rhéologidae
produits de type semi-liquide incluant des parsubu morceaux de gels dispersés dans une phase

continue (Espinosa-Munoz et al., 2012 ; Tarea, 2008tignon, 2013).

Il semble donc exister un lien entre la consistgoeeue en bouche et la viscosité a 180 s
mesurée instrumentalement. Dans le cas de pradhditsluidifiants tels que les yaourts, la question
des conditions de cisaillement est a considéremsiAiune mesure de viscosité a une vitesse de
cisaillement comprise entre 10 et 108 & été admise comme permettant d’obtenir une bonne
corrélation avec la « consistance » percue a ldereiiou en bouche (Cutler, 1983 ; Shama &

Sherman, 1973), ce qui est en accord avec ledaésabtenus dans le cadre de cette étude.
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Figure 120: Plan 1-2 de 'APG (89% de la variance totala)lsa données du plan 1-2 de I'APG de la configanat
sensorielle consensuelle et les données de latédsation instrumentale : (a) Corrélations descdpteurs
sensoriels et instrumentaux avec les axes pringida®t 2 du consensus procrustéen; (b) Carte deduibs
(témoin ©) ; micro-gels fabriqués a partir du systéeme emrchguar ) ou xanthanel() acidifié¢ avec 1, 1,5 ou
2,5% de GDL ; concentration en micro-gels : 2,5¢7) ; 5% (=) ; 10% @m) ; configuration instrumentale en
pointillés et sensorielle en ligne pleine)
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Le positionnement des produits du consensus sehssti relativement proche de celui de la
configuration instrumentale pour la majorité dedoits, en particulier pour les doublons
(Figure 120b). L'axe 1 de 'APG oppose les yaoutstenant des micro-gels a base du systéme
enrichi en guar et contenant peu ou pas de pati@keux a base du systéme enrichi en xanthane ou
en guar contenant une concentration en micro-gel®é. La répartition des produits suivant I'axe 2
est moins claire, méme si les produits incluant ¥micro-gels a base des systémes enrichis en
guar acidifiés avec différentes concentrations B Gont assez bien représentés sur cette dimension.
Par ailleurs, la répartition des produits de lafigomation sensorielle est plus vaste dans I'esulre
produits que celle de la configuration instrumengabur laquelle seuls trois produits se distinguent
majoritairement, ce qui est cohérent avec les amalysensorielles et instrumentales présentées
séparément précédemment. Ainsi, pour la caractiénsde la texture de cet espace de produits, les
mesures instrumentales permettent certes de puowioles produits, mais elles ne sont pas

suffisantes pour les discriminer aussi efficacenggat le font les juges.

L’analyse du positionnement des produits sur léecde 'APG conduit a formuler I'hypothése
selon laquelle les parametres de structure (lomgdesi micro-gels et concentration en micro-gels)
auraient un réle clé dans la perception sensorielié caractérisée par les mesures instrumentales

effectuées dans cette étude.

V. RELATION ENTRE LES PARAMETRES DE STRUCTURE ET LES DO NNEES
SENSORIELLES

Une régression linéaire multiple a été utiliséa ale fournir des modeles permettant d’établir
des relations entre les paramétres structurauble(id@s micro-gels évaluée par la longuéuet
concentration en micro-gels) et les notions sérgaet de « consistant » et « granuleux ». Il est a
noter que ces notions sensorielles sont calcukieks gomme de la classification des descripteairs p
produit inclus dans le groupe obtenu par la clasdibn ascendante hiérarchique appliquée a
'ensemble des descripteurs sensoriels visuelsp@che et en cuillere issus du profil flash
(Figure 115). Par conséquent, les valeurs correspdna ces notions sémantiques reflétent une
notion globale qui a été interprétée a partir dscdpteurs proches et elles sont a prendre avec

prudence. Les modéles sont significatifs et présgnin bon ajustement{R 0,8) (Tableau 14).

208



Chapitre 6 : Influence de la microstructure sysdaception sensorielle de yaourts brassés engchisicro-gels

Tableau 14: Valeurs des coefficients du modéle de la régmastnéaire multiple (Eq. 18) pour les notions
sensorielles de « consistant » et de « granuleux »

a Concentration L Concentration*L R2
« Consistant » 110 8,4 0,02 0,004 0,81
« Granuleux » 52 11,3 0,68 -0,009 0,80

Des surfaces de réponses ont été tracées a patmadéles obtenus par la régression linéaire

multiple, permettant ainsi de prédire la percepts@msorielle a partir des parameétres structuraux
(taille et concentration en micro-gels) (Figure 121
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Figure 121: Surfaces de réponses des notions sémantiqussriedies de (a) « consistant » et (b) « granuleex

fonction de la concentration en micro-gels et ditgueur des micro-gels, variant selon six nive@wx plus clair
au plus sombre en niveaux de gris)
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En émettant I'hypothése que tous les types decpdeti présentent un coefficient d’absorption
d’eau similaire et sont inertes vis-a-vis de laggheontinue, la phase dispersante constituée dutyao
brassé peut étre considérée comme identique pensdimble des produits. L'étude de l'effet de
I'ajout de particules de taille, forme, concentvatiou encore dureté variables sur la perception
sensorielle est alors possible.

L’'analyse de la surface de réponses de la notiorastque « consistant » obtenue a partir de la
régression linéaire multiple permet de mettre edeice un effet positif notable de la concentration
en micro-gels sur la perception sensorielle liée eonsistance (Figure 121a). Une explication #iée
I'intégration des particules dans la phase contpmugrait rendre compte de ce comportement. Alors
gu’en faible concentration, les particules peuvémme qualifiées de négligeables vis-a-vis de la
perception sensorielle, elles deviendraient déramgs a une concentration élevée en interférant par
friction entre elles et avec les fragments de gsémue du yaourt brassé (Houzé et al., 2005),
augmentant ainsi la viscosité globale. En revanahe, modification de la taille des particules a un
réle mineur sur la notion sémantique de « condistain effet, I'incorporation en poids égal entre
les différents types de micro-gels impliqueraijdig d’'un nombre important de micro-gels pour des
particules de petite taille et au contraire, peumnitro-gels pour les particules de grandes dimassio
Ainsi, le volume de micro-gels inclus dans le yaoorasseé, pour une méme concentration en
particules, serait sensiblement identique quelke spit la longueur des particules, ce qui diminitiera

son impact sur les propriétés rhéologiques.

La notion sémantique associée au « granuleux »ndégpda fois de la longueur des micro-gels
et de leur concentration (Figure 121b). Ces dewampatres structuraux influencent de maniere
presque €gale la perception du granuleux. Destaésdimilaires ont été rapportés dans la littéeatu
lors de I'étude du caractére sableux (« grittingsgénéré par I'ajout de cellulose microcristalline
diverses matrices alimentaires (Imai et al., 198¢n que la longueur des particules ait un réle
majeur dans la perception du « granuleux », ilisditicile d’établir un seuil de perception dales
cadre de cette étude en raison de la grande ppgmisé des micro-gels fabriqués. En effet, ilé@ ét
montré que la présence de grandes particules, ne@nfaible proportion par rapport aux petites
particules, par exemple 8% de particules de 200pomyait contribuer a la perception du granuleux
(Cayot et al., 2008).

Par ailleurs, le type de micro-gels, non seulentmntaille, mais aussi de forme et dureté
variables, pourrait avoir un effet sur la percaptiiu « granuleux » (Tyle, 1993 ; Imai et al., 1999
Engelen et al., 2005). Ainsi, I'incorporation decna-gels élaborés a partir du systéme enrichi en
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xanthane refléterait une hétérogenéité lice a teille, détectée en particulier visuellement. Les
micro-gels fabriqués a partir du systéme enrichigaar, notamment ceux acidifiés avec 2,5% de
GDL de forme parfaitement sphérique, pourraientadéage contribuer a un effet « rapeux », a une
« impression de farine » ou de « sableux » commené décrits certains juges. Partant de ce constat
une réflexion concernant I'effet de la dureté dasigules peut étre introduite. Puisque les fragmen
de gel caséique du yaourt brassé sont de tailEldement identique voire Iégerement supérieure a
celle des particules issues du systeme enrichiuan gcidifié avec 2,5% de GDL (Figure 113), la
grande dureté de ces micro-gels, provoquant undgecantraste de fermeté avec la phase continue,

serait a I'origine de leur détection sensorielktipulierement en bouche.

VI. CONCLUSION

Dans une démarche exploratoire du positionnemetiesigace de produits créé par des micro-

gels de morphologies et concentrations variablegrofil flash a été mis en ceuvre conjointement a
une caractérisation instrumentale. Les corrélatioesumentales et sensorielles mises en évidence
viennent confirmer la présence de deux dimensiansipales : la consistance et la granulositéstl e

possible de relier la morphologie des micro-gelsea dimensions. D’une part, la taille élevée des
micro-gels préparés par le systeme enrichi en samethconduit & une hétérogénéité importante.
D’autre part, la présence de nombreux enchevétresnams micro-gels élaborés a partir du systeme
enrichi en guar et acidifie avec 1% de GDL contib&y une augmentation de la consistance

instrumentale et sensorielle.

De maniére générale, les paramétres structuranstitteés de la longueur des micro-gels et de
leur concentration, ont un role clé dans la peroapsensorielle. Alors que la notion sémantique
sensorielle de « granuleux » est influencée aitadfar la taille et la concentration en particutes)le

la concentration a un effet de premier ordre smokon de « consistant ».

D’un point de vue nutritionnel, l'incorporation dmes micro-gels, environ quatre fois plus
concentrés en protéines qu'un gel laitier standaoistitue une approche particulierement
intéressante. En effet, I'ajout de 2,5%, 5% et 1086 ces micro-gels permet de passer d'une
concentration en protéines de 5,5% p/p du yaoasddr utilisé comme base, a respectivement 6%,

6,5% et 7,5% p/p de protéines.

Les micro-gels protéiques pourraient également @itisés dans le but de se substituer a la

matiére grasse au sein de produits allégés. Peifeinde roulement a billes, les particules poengi
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dans une certaine mesure, donner une sensati@arglsdu produit sur la langue. La taille trop
élevée des micro-gels utilisés dans le cadre de &tide n'a pas permis de s'approcher de la
dimension des globules gras. Toutefois, une stiatégnsisterait a diminuer la taille des particules
fabriquées a partir du systéme enrichi en guar edifrant les parametres de procédé, par exemple en
augmentant la vitesse d’acidification par un chamg® de la température d’acidification ou de la

concentration en GDL.

Une piste de réflexion concernant l'inclusion detipales au sein d’'un produit laitier de type
yaourt brassé et la perception du caractere graxuésultante peut étre menée. En effet, a I'exempl
de l'incorporation de morceaux de fruits dans uouyg méme si les sujets percoivent des particules
de grande taille, ils ne considéreront vraisemblaleint pas qu’elles contribuent a une augmentation
de la granulosité du produit. En revanche, il exat une taille, une dureté et une concentration
critiques de particules a partir desquelles lesiqaes ne seraient plus considérées comme faisant
partie intégrante du milieu. Ces parameétres crfsgpourraient dépendre notamment des habitudes

alimentaires des sujets, mais également de leurdsedétection individuel.
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Chapitre 7 : Discussion genérale et conclusion

|. DISCUSSION GENERALE

L’ensemble des réesultats décrits dans les chapgrésédents peut étre discuté sur la base
d’'une compétition entre les processus de gélibhoagt de séparation de phases. En considérant les
démarches mises en ceuvre pour moduler le momegglifecation acide des protéines et/ou la
vitesse de sédimentation des domaines enrichisa@imes, il a été possible d’identifier un ensemmbl
de facteurs clés déterminant la microstructure gids acides. Toutefois, la question se pose de la
généralisation, par rapport a ces facteurs, desigohénes aboutissant a différents types de
microstructures. Par ailleurs, l'influence de la rpimlogie particuliere des micro-gels sur les
caractéristiqgues sensorielles permettra d’appaigsr pistes de réflexion sur la problématique de la

perception du caractere granuleux des produits-bguaides incluant des particules.

Au sein de systémes mixtes comportant au moins alymgre gélifiant, 'ensemble des
phénoménes se produisant avant la formation dwagel réle crucial dans la mise en place de la
microstructure finale. La gélification peut étreugernée par différents facteurs tels que la
température avec la formation d’'un réseau tridinoemeel d’'un certain nombre de polyméres a
chaine étendue, ou I'acidification du milieu pertaet aux protéines de lait de s’agréger. Méme si la
formation du gel intervient comme un élément pédteur de la séparation de phases pour ces deux
modes de gélification (Lorén et al., 1999 ; Nori&nFrith, 2001 ; Aichinger et al., 2007), une
distinction de I'évolution du comportement rhéolpgg avant et aprés le point de gel en fonction du

type de gélification peut étre établie.

La Figure 122 présente le schéma théorique dellioa de la viscosité apparentgy, avant
la formation du gel et du module élastique rela@g, mesuré aprés le point de gel et aux temps
d’observation infiniment longs en fonction de I'acament de la réaction. Lorsque le polymére
gélifiant est de type polymére a chaine étenduquella gélatine ou les carraghénanes, la transitio
sol-gel s’opere progressivement et la viscosit@mjg au point critique de gelg, en raison des
nombreuses interactions intramoléculaires et iméroulaires. Au-dela du point de gel, le module
elastique relaxé n’est mesurable expérimentalemgeiaipres un certain temps et I'évolution de ce
module se produit de maniére progressive. En rénverie comportement rhéologique de micelles de
caséines gélifiant sous l'action d’'une diminuticm pH differe. En effet, la viscosité est maintenue

presque constante avant que la transition sol-géllreu. Au point de gel, la gélification se pnatl
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de maniére presque instantanée, faisant tendrisdasité vers linfini. Le module élastique relaxé

peut étre mesuré rapidement et il tend vers uraniw®nstant au bout d’un temps relativement court.
Ajouter un polymére de chaine étendue aux micele€aséines permet a la fois d’augmenter la
viscosité, qui est maintenue constante jusqu’auntpdé gel, et de provoquer une séparation de
phases. Par ailleurs, une modification de la teatpé® conduit également a un changement de la

viscosité de la phase continue, mais en ayant pagimégligeable sur la force de déplétion.

Etat sol Etat gel

Iog nappf G

Parametre d’avancement de la réaction

Figure 122: Schéma théorique représentant I’évolution dédeosité apparentg,y, avant le point de gel {pet du
module élastique relaxé.Gaprés le point de gel en fonction de I'avancentenia réaction (adapté de Michon,
1995) (en gris : cas théorique des polymeres anehatendue, en noir : cas théorique de la gélificades protéines
de lait lors de I'acidification). Les pointillés eroir indiquent la variation possible de viscogii€ lait enrichi en

polysaccharides avant sa gélification.

A la différence des systemes incluant des polyméesshaine étendue gélifiant, la mobilité des
molécules au sein des mélanges mixtes a baset dglifiant par acidification est peu modifiée par
processus de geélification avant que le point dengedoit atteint. Dans cette situation, I'évoluton
comportement de phases se produisant dans l'ifierde temps entre le début de la séparation de
phases et la formation du gel n'est pas altéréeupargélification progressive du milieu telle que
celle des polyméres a chaine étendue. Il est gossible de modifier de facon contrdlée ce
comportement par un changement de la compositiopotysaccharides ou du procédé avant la
gélification.

Au sein des différents mélanges lait / guar étudiEns ce travail, des histoires
thermomécaniques différentes ont été appliguéesitala gélification du systeme a pH 5,2
(Figure 123a). Alors qu’un systeme enrichi en gu&25% a été acidifié a l'aide du ferment 1 ou 2
et cisaillé jusqu’a un certain pH afin de limitardédimentation, un autre mélange a base de 0,3% de
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guar et acidifié avec 1,5% de GDL a été maintehuo® 4 h a 8°C avant une augmentation jusqu’a
43°C permettant au gel de se former. Un paralléleedes cinétiques d’acidification d’un lait adidi

par les ferments 1 et 2 et celles obtenues en rmantifhistoire thermique des systémes peut étre
établi (Figure 123a). En effet, le maintien a 8%hgant 2 h et 4 h des laits acidifiés avec 1,5% de
GDL a permis de limiter la diminution du pH jusqu’augmentation a 43°C, simulant ainsi les
cinétiques d’acidification respectives des fermeéhet 1. Malgré une histoire thermomécanique trés
différente, les deux systemes présentent des telmpgelification comparables. Ainsi, I'approche
consistant a maintenir les systemes a basse tetmgratilisée dans I'objectif de décaler le palet
gélification vers des temps plus longs, est totditacohérente avec I'utilisation d’'un systéme réel

utilisé industriellement intégrant les ferments.

7,0 T 'ﬁ — r+ 1 rr T T 1T T 1
a | - = Ferment 1 |
‘__ Ferment 2
6,54 "~ —---2has°C
i S - \ eseseel h a4 8°C |
6,0
I ] ]
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Figure 123: (a) Cinétiques d'acidification de mélanges lajjuar a 0,25% acidifiés a 43°C a l'aide du fernment
ou 2 et cisaillés lors de l'acidification, ou delemges lait / guar a 0,3% acidifiés avec 1,5% dd.@Dmaintenus
2 h ou 4 h a 8°C avant une augmentation de la teatyré a 43°C. Le pH de gélification de 5,2 espedd par la
ligne grise ; (b) Aspects macroscopiques des gaimds a pH 4,6 et microstructure observée en nuopis en
épifluorescence des gels brassés a pH 4,6 engohggiar & 0,3%, acidifiés avec 1,5% de GDL et reai’t 2 h &
8°C (en haut) ou enrichis en guar a 0,25%, ac&l@ié3°C a I'aide du ferment 2 et ayant été césaibqu’'a pH 5,7
(en bas). Sur les photos des gels fermes, lesilEsrgris délimitent la zone riche en guar dedaeriche en micro-
gels et les pointillés noirs, la zone riche en pugels de la couche de sédiment. Les barres reyefgeé00 pum.

Il apparait pertinent de comparer les propriétésyémes présentant un méme temps de
gélification et donc pour lesquels seul le compudet des mélanges avant la formation du gel

différe. A titre d’exemple, les macrostructuresnacrostructures d’'un systéme enrichi en guar a

215



Chapitre 7 : Discussion générale et conclusion

0,25% acidifié a I'aide du ferment 2 et cisaillégu’'au pH de 5,7, et celles d’'un mélange a 0,25% de
guar acidifié avec 1,5% de GDL et maintenu 2 h @ 86nt montrées sur la Figure 123b. Avant
brassage, les gels fermes issus de ces deux melaygat subi une histoire thermomécanique
différente avant gélification, présentent tous dees fractions volumiques similaires composées
d’'une phase inférieure de protéines sédimentéesiedphase riche en micro-gels et d'une phase
supérieure appauvrie en protéines. Toutefois, eh&le microscopique, quelques différences de
morphologie des gels acides brassés sont misesigenée. Sur les images de la Figure 123b, les
zones claires revelent la présence de protéines gi® les zones sombres permettent de localiser le
guar et/ou le lactosérum. Méme si les micro-gelsaegissent sous la forme de filaments allongés
dans les deux systémes, le mélange ayant passe&@ présente des micro-gels de longueurs et
largeurs moyennes supérieures a ceux du systeutifiéaai 43°C par le ferment 2 et cisaillé jusqu’a
pH 5,7. Ces différences peuvent étre expliquéesseatement par la composition des mélanges, mais

également par une histoire thermomeécanique diftéren

L’augmentation de la concentration en guar congrilbartes a augmenter le phénoméne de
déplétion-floculation, mais elle aboutit égalemantne augmentation importante de la viscosité de la
phase continue riche en guar, diminuant ainsitlsse de sédimentation des gouttelettes (Figure 61)
Par conséquent, les gouttelettes riches en pretdmsystéme lait / guar a 0,3% auraient davanéage
temps de croitre par coalescence avant de formesuehe de sédiment que le mélange contenant
0,25% de guar. Par ailleurs, I'évolution des stiees du systeme cisaillé jusqu’a pH 5,7 se praaluit
43°C uniquement pendant I'intervalle de temps densnd’'une heure compris entre la fin de la mise
en ceuvre du cisaillement et le début de la formadio gel. Au contraire, le passage a 8°C pendant
2 h favoriserait un début de coalescence et densddation des gouttelettes avant une accélération
importante de cette évolution lors de 'augmentatie la température a 43°C avant la gélification.
L’ensemble de ces conditions thermiques et mécasiquais aussi les différences de viscosité de la
phase continue seraient a l'origine des difféereno@gostructurales observées. Outre le temps de
gélification, des facteurs supplémentaires gouvertzemicrostructure de ces systémes et sont donc a

prendre en compte pour la compréhension des phéesme

Puisque le temps de gélification apparait étreaatefir important, mais non suffisant, pour la
structuration des gels mixtes acides, le phénondénséparation de phases constitue un deuxieme
parametre a maitriser. Ainsi, une démarche d'ajusté des cinétiques relatives de séparation de
phases et de gélification a été mise en placeiaudsesystemes enrichis en guar a 0,3% (Figure 124a
et b).
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Figure 124: (a) Valeur maximale darétrodiffusion dans la partie inférieure de I'éctilbon de mélanges lait / guar
a 0,3% non acidifiés a 30°C, 43°C et 60°C en famctiu temps ; (b) Temps de gélification correspahda temps
nécessaire pour atteindre un pH de 5,2 en fond@ta concentration en GDL ajoutée a un mélange iar a
0,3% a 30°C, 43°C ou 60°C. Les lignes en pointigés correspondent au temps de début de formdtda couche
de sédiment sur les figures a et b.

La technique d’interaction lumiere-matiére utilisteit au long de ce travail (Figure 58) a
permis d’identifier le temps de début de formatd®nla couche de protéines sédimentées dans des
meélanges lait / guar a 0,3% a une température d€,383°C et 60°C (Figure 124a), soit
respectivement 0,7 h, 0,5h et 0,25 h. Ensuitem@dmiére a ce que le moment de gélification
intervienne juste avant le début de la formatiorséldiment, la concentration en GDL a été ajustée a
une concentration de 2,5%, 1,5% et 1,13% pour @élepdratures d’acidification respectivement de
30°C, 43°C et 60°C (Figure 124b). Modifier la temgiére a permis d’une part d’ajuster les temps de
gélification par une connaissance de la vitessgditlyse de la GDL, et d’autre part de moduler la
vitesse de séparation de phases par un changememgaosite (Figure 122). A titre d’exemple, un
changement de température de 60°C a 30°C dimineevidon un facteur deux la viscosité du

meélange (résultats non montres).

A partir de I'étude des cinétiques d’acidificatiobhtenues expérimentalement suite a un ajout
d'une concentration en GDL déterminée selon la feigd24b combinée a I'évolution de
Arétrodiffusion en fonction du temps, il est possidé vérifier si les temps de gélification et deuté
de sédimentation coincident (Figure 125a). Alorsimgl concordance parfaite entre ces deux temps
est mise en évidence dans les systemes acidii®s@et 43°C, une |égere sous-estimation du temps
de gélification a lieu dans le mélange acidifi€0d@® par rapport au temps d’apparition de la couche
de sédiment. L'hydrolyse de la GDL particulieremeagide en début d’acidification a 60°C, et donc
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plus difficilement controlable, est responsable @ léger décalage. Dans cette situation, la
sédimentation des gouttelettes riches en protéirgé bloquée par le phénomeéne de gélificatioe just

avant d’avoir atteint la partie inférieure de I'éctillon.
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Figure 125: (a) Valeur maximale darétrodiffusion dans la partie inférieure de I'éctilbon de mélanges lait / guar
a 0,3% non acidifiés a 30°C, 43°C et 60°C en famctu temps (lignes épaisses) et cinétiques dfamtiobn de ces
mélanges additionnés de 2,5%, 1,5% et 1,13% de &Déspectivement 30°C, 43°C et 60°C (lignes finkss
lignes en pointillés gris correspondent au tempsiélaut de formation de la couche de sédiment a,303€C et
60°C. Le pH de gélification de 5,2 est rappelélpdigne noire épaisse ; (b) Gels brassés enrihiguar a 0,3% a
pH 4,6 ayant été acidifiés a I'aide de 1,13%, 18%,5% de GDL a respectivement 60°C, 43°C ou 3J@¥haut en
bas) observés en microscopie optique. Les barpeésentent 250 um.

Les morphologies des gels brassés obtenus apresaigiéication a 30°C, 43°C ou 60°C
montrées sur la Figure 125b peuvent étre compargda base des cinétiques de sédimentation et de
gélification. Le systeme acidifié a 60°C ayant fi€ljuste avant que la couche de sédiment ne se
forme, apparait sous la forme de micro-gels d'wiléetd’environ 30 um, légerement agrégeés entre
eux et en mélange avec de fins filaments. En rdne@maes micro-gels plus volumineux sont présents
dans les gels brassés fabriqués a 30°C et 43°@. die les temps de gélification et de début de
formation du sédiment soient parfaitement ajustissde cas de ces deux gels, les micro-gels du
systeme préparé a 30°C apparaissent moins spheeggent environ deux fois plus grands que ceux
formés par une acidification & 43°C. Ces différende morphologie pourraient s’expliquer par un
effet d’agitation thermique. Celle-ci permettradngd le cas d’'une acidification a 60°C, d’allonger
certaines gouttelettes de maniere trés fine, ebatraire, a 30°C, elle favoriserait la coalescates
gouttelettes par une diminution du mouvement dekcntes, et un début de sédimentation aprés
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avoir atteint une taille et une densité critiquafsi, I'ajustement des temps de gélification par
rapport aux temps de séparation de phases ne pegerptiquer que partiellement les différences de
microstructures des gels acides brassés. L’agitdliermique constitue en effet un second facteur

essentiel a prendre en considération.

Dans le but d’étudier I'effet combiné de I'agitatithermique et de l'intervalle de temps entre
les débuts de la sédimentation et de gélificalimrsigure 126 illustre un ensemble de morphologies
de gels brasseés enrichis a 0,3% de guar acidi@€308C a 60°C a l'aide de concentrations en GDL
variables. Il est a noter que la fabrication des dpehssés a haute température et avec un intedealle
temps faible n'est pas réalisable dans ces conditen raison de la sédimentation rapide des
gouttelettes riches en protéines. Toutefois, conillostré dans le chapitre 3), un levier de
formulation consisterait a appliquer un cisaillememant la formation du gel dans l'objectif de

limiter considérablement I'évolution du systeme.

A basse température d’acidification et quel quél3otervalle de temps entre les débuts de la
sedimentation et de gélification, une microstruetsous la forme de micro-gels tres allongés
apparait. Cependant, il semble que plus cet intende temps augmente, plus la largeur des
filaments augmente. Les gouttelettes disperséesiemtir davantage le temps d'évoluer par
coalescence et sédimentation au sein d’une phagmwe de haute viscosité avant la formation du
gel. A la différence des gels formés a 30°C et 3%€ gels acidifiés a une température supérieure a
47°C se présentent sous la forme de micro-gelette paille et de plus en plus agrégés entre eux a
mesure que la température d’acidification augmdpder I'ensemble de ces gels, la gélification
intervient avant que la séparation de phases nEahiise, ce qui masquerait un éventuel effet de
I'intervalle de temps entre les débuts de la sédiai®mn et de la gélification. Une trés large vioia
de morphologies de micro-gels du systeme acidil8°&E est mise en évidence en fonction du temps
disponible pour I'évolution des gouttelettes avkmitr gélification. Ainsi, une acidification a 43°C
semble étre une température intermédiaire pourldgla viscosité de la phase continue favorise la
coalescence et la sédimentation des goutteleti#ts et limitant un effet d’agitation thermique
excessif qui produirait un mélange de petits mgets et de fins filaments. Par conséquent, ces
conditions thermiques apparaissent étre optimades gréer une variété de morphologies au sein de
mélanges lait / guar a 0,3% en modifiant I'intelvale temps entre les débuts de la sédimentation et

de la formation du gel.
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Figure 126: Gels brassés enrichis en guar a 0,3% a pH 46t &é acidifiés a I'aide de différentes conceiung en GDL a des températures allant de 30°C a

60°C observés en microscopie optique présentarintisalles de temps entre le début de la sédiatient (t¢) et de gélification (f) variables. g correspond
au temps nécessaire pour atteindre un pH de 5s2bhames représentent 250 pm.
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En complément de I'étude de la microstructure a#s gcides brassés, une analyse rhéologique
aux petites déformations de gels présentant unvaite de temps variable entre les débuts de

sédimentation et de gélification a été menée (Eida7).
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Figure 127: Modules élastiques G’ a 0,5 Hz de gels brasséstis en guar a 0,3% a pH 4,6 ayant été acid#iés
I'aide de différentes concentrations en GDL a d@sespiératures allant de 30°C a 60°C en fonctionideetvalle de
temps entre le début de la sédimentatigg) (et de gélification (f). ty correspond au temps nécessaire pour
atteindre un pH de 5,2.

Malgré les différences importantes de morphologieses en lumiéere a I'’échelle microscopique
(Figure 126), aucune tendance claire de I'évolutienG’ en fonction du temps disponible pour
I’évolution des gouttelettes avant leur gélificatioe se dégage. En effet, la contribution des micro
gels dispersés dans une phase riche en guar gorigvés rhéologiques est variable selon la longueur
la largeur ou encore la dureté de ces particulepavent étre présentes de maniéere isolée, agrégée
ou enchevétrée. L'ensemble de ces différenceststales implique une complexité d’interprétation
vis-a-vis des propriétés rhéologiques et établir li@m entre ces structures et les propriétés

rhéologiques devient alors difficile.

[I. CONCLUSION GENERALE

Sur la base des observations microscopiques, tEsafices de morphologie des gels mixtes
brassés peuvent s’inscrire dans le cadre d’'un satg&méral d’interprétation faisant appel a un effet
de compétition entre les processus de gélificatiode séparation de phases. Par ailleurs, la créati
de ces microstructures originales servira de leyetion pour orienter les propriétés rhéologigees
sensorielles (Figure 128).
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Facteurs clés déterminant la morphologie des micro- gels
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Figure 128: Schéma récapitulatif des parametres détermildamicrostructure de gels laitiers acides enrigrs
polysaccharides

A travers les variations de parametres de compaosigt de procéde, les facteurs clés
déterminant la morphologie des micro-gels ont éentifies. Ces facteurs modifient de maniere
majeure les trois phénoménes participant a la tsiration des gels brassés enrichis en
polysaccharides : la force de déplétion, I'agitatibermique et I'intervalle de temps entre les dg€bu
de sédimentation et de gélification. Par la reprigg®n d’'un espace tridimensionnel (Figure 12Ba),
est possible d'isoler trois plans correspondanh@ force de déplétion faible, moyenne ou élevée
(Figure 129b). La force de déplétion peut varierf@mction de la concentration et de la viscosité

intrinséque du polymere, mais également de la fiartigue ou du pH.
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Figure 129: (a) Représentation schématique en trois dimassies facteurs déterminant la microstructure de
systémes acidifiés lait / polysaccharides ; (b) rBegntation schématique de la morphologie desagédes brassés
en fonction de l'agitation thermique et de lintelle de temps entre le début de la sédimentatigp €t de la
gélification (te) pour les trois plans correspondant a une forcel@wétion faible, moyenne et élevée. Sur les
schémas, les parties grises correspondent a des rches en protéines, celles blanches a une pleasetosérum
comprenant ou non des polysaccharides.

A faible force de déplétion, les gels acides brmsséprésentent sous la forme d’une suspension
concentrée d’agrégats protéiques de taille varidispersés dans du lactosérum en mélange ou non
avec une solution de polysaccharides. Une illustratle ce type de microstructure concerne les
systemes intégrant une quantité inférieure ou &gal®5% de guar ou 0,01% de xanthane. Pour ces
gels brassés, une modification de I'agitation thgua ou un décalage des temps de sédimentation ou
de gélification ne contribue pas de maniére majéuren changement de morphologie puisque la

micro-séparation de phases est suffisamment lesitgablir et de faible ampleur.
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En condition de force de déplétion élevee, I'uaiisn d’une concentration importante en
polysaccharides dans un systeme laitier conduitedinversion de phases et a la formation de micro-
gels riches en protéines dispersés dans une pbataue riche en polysaccharides. En raison de la
haute viscosité de la phase continue, les domangashis en protéines sont peu sensibles a une
variation de l'agitation thermique et peu enclinsrditre par coalescence ou a sédimenter quel que
soit le temps disponible avant leur gélificatiomslgels acides brassés a base d’une concentration e
guar supérieure ou égale a 0,4% ou en xanthaneisugéa 0,2% constituent des exemples de ce

type de microstructures.

Seul le plan intermédiaire de I'espace tridimensancaractéristique des systemes a force de
déplétion moyenne, présente des variations impadatie microstructure en fonction de I'agitation
thermique et de l'intervalle de temps entre lesutilde sédimentation et de gélification. Par des
phénoménes de coalescence et de sédimentatianuié®ffet de gravité et/ou d’'agitation thermique,
une large gamme de morphologies de micro-gels @¢et créée, allant de longs filaments
enchevétrés, a des micro-gels déformeés et sphériduesi, augmenter ou diminuer les temps de
sédimentation et de gélification détermine la pgwb& d'évolution des domaines enrichis en
protéines avant que la gélification acide des pretne fige le systeme (Chapitre 3). Ceci pewt étr
mis en ceuvre par une modification de la méthodeidlfecation, par I'action de forces externes tslle
que l'application d’'un cisaillement ou d’'une forcentrifuge, ou encore par un changement de la
température. Dans ce dernier cas, I'agitation tigren intervient de maniére prépondérante en
augmentant le mouvement des particules, ce quiutbada formation de micro-gels de petite taille
et de filaments tres fins et allongés dans lesésyss enrichis en guar a 0,3% (Chapitre 5). En
revanche, la compréhension des structures fibreusiees en évidence dans les mélanges lait /
xanthane en milieu acidifié dans ces conditionsrinédiaires de force de déplétion, releve d'une
complexité supplémentaire en raison de la participade nombreuses forces intermoléculaires
(Chapitre 4).

A partir de la connaissance des facteurs détermlaanorphologie des gels mixtes brassés, la
maitrise de la structure des micro-gels permet afeeavoir la construction de nouvelles textures
instrumentales et sensorielles. Alors que la tafiportante des micro-gels élaborés a partir d’'un
systeme enrichi en xanthane conduit a la percemtion caractére granuleux prononcé, les longs
filaments fabriqués a base du mélange lait / guartribuent davantage, par leurs nombreux
enchevétrements, a des consistances instrumenghlesensorielles élevées (Chapitre 6). Par

conséquent, I'ensemble des parameétres structut@axque la taille, la forme ou encore la duretg de
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particules est a prendre en considération dansieeption sensorielle de produits composés de
particules. Dans l'objectif de diminuer la perceptide granuleux des micro-gels, un levier de

formulation consisterait a modifier le contrastefel@neté entre la phase continue et les particéles.

la différence d’un changement de la viscosité dphase continue mise en ceuvre par exemple par
I'ajout d’'un épaississant ou d'un gélifiant, la iation de la dureté des micro-gels implique une

réflexion plus complexe qui ouvre de nouvelles pectives quant a la formulation de ces particules.

La transposition de la démarche adoptée pour latiorédes micro-gels a d’autres systemes
laitiers mixtes pose la question de la validitdadéhéorie pour des polymeres autres que le guer et
xanthane. L'ensemble des résultats obtenus ersarttlideux polyméres de chaine étendue et de
volume hydrodynamique connu pourrait servir de bpser prédire, a travers une stratégie
d’'ingénierie inverse, le comportement d’autres maiécules dans des systemes laitiers acidifiés
afin de créer des micro-gels de morphologie soékaiCette approche intégrant des mélanges
binaires de polyméres