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Introduction générale

Les fonctions biochimiques et les roles physiologiques des aliments sont étudiés depuis de
nombreuses années et permettent d’approfondir les connaissances sur les liens entre nutrition
et santé. Ainsi, des études ont démontré que la consommation de certains aliments et
nutriments pouvait augmenter le risque de développer certaines pathologies ; d'autres vont au
contraire avoir une action preventive [1,2,3,4]. Parmi ces aliments préventifs, les acides gras
polyinsaturés (AGPI) occupent une place importante. Les AGPI se divisent en deux familles
principales, les oméga-3 (w-3) et les oméga-6 (»-6), se différenciant par le nombre et la
position de leurs insaturations, ainsi que par la longueur de leurs chaines carbonées. En raison
de leur structure particuliére, ces molécules vont jouer de nombreux réles physiologiques au
sein du corps humain et ainsi améliorer le développement et le fonctionnement du systéeme
nerveux central et avoir une action anti-inflammatoire et hypolipidémiante, prévenant ainsi
I’apparition de maladies cardiovasculaires, neurodégénératives et inflammatoires, de certains
cancers, de I’obésité ou encore du diabéte de type II [5,6,7,8,9,10].

Cependant, les AGPI a courtes chaines doivent étre apportés par 1’alimentation car ils ne
peuvent étre biosynthétisés. Toutefois, les francais sont encore trop peu nombreux a en
consommer en quantité suffisante, en particulier parmi les populations les moins favorisées,
privilégiant les aliments d’origine animale et transformés riches en acides gras saturés et en
acides gras trans, connus pour augmenter les risques de maladies cardiovasculaires. On
estime que les consommations réelles d’AGPI de type oméga-3 a courtes et longues chaines
sont en moyenne 2,5 et 1,4 fois inférieures aux recommandations établies par 1’Agence
nationale de sécurité sanitaire de l'alimentation, de l'environnement et du travail (Anses)
[11,12].

sk

Dans le cadre de ce travail, nous nous sommes donc intéressés a un moyen de supplémenter
des aliments en AGPI, tout en les protégeant des attaques environnementales durant les étapes
de transformation industrielle, de cuisson ou encore de stockage. En effet, en raison de la
présence d’insaturations sur leurs chaines carbonées, les AGPI sont extrémement sensibles
aux attaques oxydatives. Ainsi, une fois oxydés, les AGPI contenus dans les aliments vont
induire une modification des propriétés organoleptiques (arébme, odeur, couleur), 1’altération
des qualités nutritionnelles et des propriétés biochimiques citées précédemment ainsi que
I’apparition de produits d’oxydation secondaires de type peroxydes hautement toxiques par
leur effet cancérigene.

*

Ainsi, le projet global dans lequel s’inscrit cette these, appelé projet CAPSOIL et financé par
I’'ITE PIVERT, vise a proposer un moyen de stabiliser des huiles alimentaires oxydables
riches en AGPI par co-encapsulation de ces huiles avec des antioxydants dans des
microparticules constituées de biopolymeéres de type protéines, polysaccharides ou derives
saccharidiques. Cette co-encapsulation permettra non seulement de préserver ces huiles de
I’oxydation mais également d’encapsuler des antioxydants afin de renforcer la protection face
a ’oxydation, d’administrer ce principe actif via I’alimentation afin d’obtenir un bénéfice sur
la santé du consommateur (nutraceutique) et de le stabiliser dans un systéeme
microparticulaire.
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Malgré les nombreux brevets et publications concernant 1I’encapsulation d’huiles alimentaires
sensibles, trés peu de documents décrivent le moyen de les préserver de ’oxydation en
combinant I’encapsulation, 1’ajout d’antioxydants et le séchage. De la méme maniére, peu
d’¢études ont porté sur 1’utilisation de biopolymeres végétaux en tant que matériaux enrobants.
Pourtant, ces composés présentent de nombreux avantages faces aux matieres premiéres
animales (satisfaction des consommateurs privilégiant des produits végétaux pour des raisons
de sécurité, religieuses, gustatives, écologiques, eéconomiques ou autres). Ainsi, afin de
valoriser les déchets du bioraffinage, certains matériaux enrobants et antioxydants choisis
seront extraits de tourteaux/coques/pellicules de plantes oléagineuses et, d’une fagon plus
générale, des composants d’origine végétale seront privilégiés.

%

L’objectif principal de ces travaux de these vise donc a étudier différents moyens
d’encapsulation d’huiles alimentaires riches en AGPI (huiles de tournesol et de lin) dans des
polymeéres naturels biodégradables afin de fournir deux nouveaux modes de consommation de
ces composés. Ainsi, deux procédés d’encapsulation ont été retenus. Il s’agit de la
sphérification par gélification d’alginate de sodium et de 1’encapsulation par séchage par
atomisation permettant de produire des particules de morphologies différentes et destinées a
deux types d’applications distinctes. Dans le cadre de la gélification par alginate de sodium, la
morphologie recherchée correspond a des particules de taille millimétrique pouvant étre
directement consommeées sous une forme de type « caviar d’huile ». Ainsi, les différents
objectifs de cette partie sont la mise au point d’un montage expérimental innovant basé¢ sur
I’utilisation de la gélification ionotropique d’alginate de sodium, I’optimisation des
paramétres de formulation et de production des billes et leur caractérisation en terme de
morphologie, d’efficacité d’encapsulation et de stabilit¢ oxydative. La deuxieéme partie de
cette étude concerne la production de particules micrométriques destinées a 1’alimentation
animale ou pouvant étre incorporées a des préparations alimentaires. Ainsi, les différentes
taches de cette étude consistent a identifier les matieres enrobantes les plus efficaces pour le
ralentissement de la peroxydation des huiles encapsulées, de produire les microparticules et
de les caractériser en termes de conservation, d’efficacité d’encapsulation, de morphologie et
de stabilité oxydative. Aprés analyses de 1’efficacité de différents antioxydants effectuées par
un partenaire du projet, le laboratoire GEC de I’UTC avec les travaux du doctorant Aurélien
Dagmey, ces derniers ont également été ajoutés aux formulations sélectionnées afin de les co-
encapsuler avec les huiles végétales.

%

Ce manuscrit s’articule donc autour de cinq chapitres :

Le premier chapitre de ce manuscrit est une etude bibliographique divisée en trois grandes
parties. La premiére définit les differents éléments de théorie concernant les AGPI,
notamment les principaux mécanismes d’oxydation. Une deuxiéme partie présente les notions
nécessaires a la compréhension des différents procédés de microencapsulation, avec une
section détaillée concernant le séchage par atomisation. Enfin, la derniére consiste en une
synthese des différentes études ayant porté sur ’utilisation des protéines végétales pour
I’encapsulation d’huile par spray-drying.
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Le deuxiéme chapitre présente les mateériels, les protocoles expérimentaux ainsi que la
description du fonctionnement des techniques d’analyse et des appareillages utilisés dans le
cadre de cette étude.

Les trois chapitres suivants décrivent les résultats obtenus et les discussions associées. Le
troisieme chapitre propose une ¢tude des deux procédés d’encapsulation pour la protection
d’huiles végetales riches en AGPI. Concernant la partie sur la sphérification par gélification
d’alginate de sodium, les travaux ont principalement porté sur la mise au point de montages
expérimentaux. Dans le cadre de I’étude d’encapsulation par séchage par atomisation, une
analyse comparative de I’utilisation de cinq extraits protéiques végétaux pour I’encapsulation
d’huiles végétales issus du chanvre, du pois, de riz brun, de soja et de tournesol a été
effectuée. A ce jour, aucune étude n’a réalisé d’analyse comparative sur une si grande
quantité d’extraits protéiques végétaux, ni sur 1’utilisation d’extraits protéiques de chanvre, de
riz brun ou de tournesol pour I’encapsulation d’huiles végétales par spray-drying.

Le quatriéme chapitre traite du renforcement de la formulation microparticulaire obtenue par
spray-drying et sélectionnée précédemment par ’utilisation de différents polysaccharides en
tant que matériaux enrobants secondaires : I’alginate de sodium, 1’inuline, la maltodextrine et
la pectine.

Le cinquiéme et dernier chapitre de cette section résultats/discussions présente 1’impact de
I’addition de deux molécules antioxydantes, 1’a-tocopherol et le gallate de propyle, sur la
stabilité oxydative des huiles végétales encapsulées. Une partie de transposition de 1’échelle
laboratoire a I’échelle pilote cloture ce chapitre.

Enfin, une conclusion générale présente les principaux résultats de ce travail de thése et
dressera les perspectives envisagées pour la suite de la recherche.
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I.1. Acides gras polyinsaturés (AGPI)

1.L1.1. Généralités

Les acides gras (AG) sont des molécules constituées d’une chaine hydrocarbonée porteuse
d’un groupe carboxyle a une extrémité et d’un groupe méthyle a l’autre extrémité. La
réactivité biologique des AG est déterminée par la longueur de cette chaine carbonée ainsi que
par le nombre et la position des doubles liaisons potentiellement présentes sur cette chaine
[13]. Les AG sont divisés en trois familles :

- Les acides gras saturés (AGS) ne possédant pas de double liaison ;

- Les acides gras monoinsaturés (AGMI) possédant une seule double liaison ;

- Les acides gras polyinsaturés (AGPI) possédant au moins deux doubles liaisons.

D’un point de vue physiologique, les AGPI sont appelés AG essentiels (ou indispensables).
Ce sont des molécules nécessaires au développement et au fonctionnement du corps humain
mais qui ne peuvent étre fabriquées par les mammiferes et qui doivent donc étre apportées par
I’alimentation. Les autres AG sont dits non essentiels (ou non indispensables).

Parmi les AG essentiels, on distingue deux familles (Tableau 1-1) :

- Les acides gras polyinsaturés de type omega-3 (AGPI ®-3), dont le précurseur
principal est 1’acide a-linoléique (ALA), a partir duquel sont synthétisés les acides
eicosapentaénoique (EPA) et docosahexaénoique (DHA) ;

- Les acides gras polyinsaturés oméga-6 (AGPI »-6), dont le représentant majoritaire est
I’acide linoléique (LA) [14].

Tableau 1-1 Structures des AGPI de type oméga-3 et oméga-6

Famille Dénomination Formule

Acide a-linolénique (ALA, C18:3) SN
—_— — — — OH
Acide stéaridonique (STA, C18:3) g ¢

Acide éiosatétraénoique (ETA, C20:4)

Oméga-3
Acide eicosapentaénoique (EPA, C20:5) e~
Acide docosapentaénoique (DPA, C22:5) |

Acide docosahexaénoique (DHA, C22:6) I
(o]

Acide linoléique (LA, C18:2) PPN §

Acide y-linolénique (GLA, C18:3) I

Oméga-6  Acide dihomo-y-linolénique (DH-GLA, C18:3) |
Acide arachidonique (AA, C20:4)

Acide docotetraénoique (DTA, C22:4) . |
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Les graines céréalieres et les huiles végétales constituent les principales sources d’oméga-6,
majoritairement de type LA. On en retrouve en tres grande quantité dans 1’huile de ricin
(75-88%), de carthame (75%), et de tournesol (69%). Les sources d’oméga-3 sont plus rares
[5]. On peut néanmoins retrouver des molécules de type ALA dans les huiles de chia (63%),
de chanvre (54-56%) et de lin (50-61%) [15] ainsi que dans les légumes feuillus verts [16].
Concernant les oméga-3 a longue chaine de type EPA et DHA, on les retrouve principalement
dans les poissons gras, tels que le hareng, le saumon, la truite, le thon et la morue.

Comme indiqué précédemment, les mammiferes sont dépourvus du matériel biologique
nécessaire a la synthése des AGPI. lls doivent donc étre apportés par 1’alimentation afin d’étre
assimilés par ces organismes [17]. Selon I’Agence nationale de seécurité sanitaire de
I’alimentation, de 1’environnement et du travail (Anses), la consommation en AGPI des
francais est bien inférieure aux valeurs recommandées, a la fois pour les AGPI a courtes et &
longues chaines (Figure 1-1). Cet écart s’explique en partie par les habitudes alimentaires des
francais. En effet, ce sont les produits animaux terrestres, tels que la viande, les ceufs ou
encore les produits laitiers, qui constituent la majorité des apports nutritionnels, au détriment
d’aliments contenant davantage d’AGPI comme les huiles végétales, les poissons gras ou les
arachides.
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Apport énergétique total AET pour un adulte
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Consommation réelle m Consommation recommandée par 1'Anses

Figure 1-1 Comparaison entre la consommation réelle et la consommation recommandée par 1’ Anses
en ALA et EPA+DHA en France en 2018 [11,12]

Il a été prouvé qu’une consommation riche en AGPI a de nombreux effets positifs sur la
santé. Les effets les plus décrits concernent la prévention des maladies cardiovasculaires avec
des effets anti-arythmique, anti-inflammatoire, hypotenseur ou encore hypotriglycéridémique
[18,19,20,21,22], le développement du cerveau et du systeme nerveux central [6], des effets
neuroprotecteurs [23,24] et la prévention et la réduction de certains cancers, du diabéte de
type 1l et de I’obésité [7,8,9,10,25,26]. Ces effets ont été particulierement significatifs dans le
cas de consommations riches en AGPI de type oméga-3. En effet, ces molécules sont
impliquées dans de nombreuses fonctions biologiques et physiologiques. Elles sont des
constituants universels des membranes biologiques et participent a la modulation de leur
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fluidité et de ’activité des protéines les constituant. De plus, elles peuvent étre libérées sur
demande par I’action de nombreuses phospholipases, en tant que précurseurs de médiateurs
lipidiques, les eicosanoides [27]. Les eicosanoides sont des lipides participant & la
signalisation cellulaire et jouent de nombreux roles, notamment sur la régulation de la
pression artérielle, des réponses inflammatoires et immunitaires, mais également sur la
chimiotaxie, I’agrégation plaquettaire, le développement et la différentiation cellulaire. Enfin,
des études ont montré leur implication dans la régulation de I’expression génique par
I’activation de certains facteurs de transcription, leur conférant des propriétés
hypolipidémiantes et de prévention du syndrome métabolique et de I’obésité [7].

Malheureusement, la présence d’insaturations conférant tous ces bienfaits aux AGPI les
rendent également sensibles aux attaques environnementales, et plus particuliérement aux
phénomeénes d’oxydation.

[.1.2. Oxydation des AGPI

1.1.2.1. Meécanismes

Les dégradations des AGPI par les phénomeénes oxydatifs vont générer divers métabolites et
dérivés réactifs de I’oxygéne (DRO). Ceci va altérer a la fois la qualité des aliments en
modifiant les propriétés organoleptiques, mais également les propriétés nutritionnelles et la
sécurité liée a leur consommation (risques d’inflammation hépatique notamment) [28]. Ces
attaques peuvent intervenir durant la transformation alimentaire, le stockage ou la cuisson ; on
parlera alors d’oxydation non-enzymatique. Lorsque I’oxydation se produit aprés 1’ingestion,
on parlera d’oxydation enzymatique.

a) Oxydation non-enzymatique

L’oxydation non-enzymatique est divisée en deux catégories : 1’auto-oxydation, effectuée par
les radicaux libres, et la photo-oxydation, générée par les rayonnements ultraviolets ou les
oxygenes singulets [29].

e Auto-oxydation

Ce phénoméne oxydatif se déroule en trois étapes: [I’initiation, la propagation et la
terminaison. L’initiation correspond a 1’étape de production des radicaux libres (Figure 1-2).
Elle peut étre amorcée par décomposition thermique, décomposition d’hydroperoxydes,
catalyse métallique ou photolyse, avec ou sans 1’intervention d’un photosensibilisateur. Lors
de la propagation, le radical libre réagit avec une molécule de dioxygene atmosphérique pour
former un radical peroxyle. Cette réaction est suivie par le transfert d’un atome d’hydrogene
provenant d’un autre lipide insaturé. La phase de terminaison se produit lorsque deux especes
radicalaires réagissent entre elles pour former une nouvelle espece non-radicalaire.
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Figure 1-2 Etape d’initiation du mécanisme d'auto-oxydation d'un AGPI
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e Photo-oxydation

Dans son état triplet le plus stable, la molécule de dioxygene ne réagit pas fortement sur les
composés insaturés. Elle a besoin d’étre activée par une excitation électronique conduisant a
sa transformation en oxygeéne singulet, forme tres réactive. L’oxygéne singulet peut étre
produit par de nombreux activateurs, mais le plus courant est I’exposition a la lumiere en
présence d’un photosensibilisateur. Le mécanisme de réaction de I’oxygeéne singulet sur les
insaturations est différent de celui des radicaux libres en auto-oxydation. L’oxygéne singulet
réagit directement sur les doubles liaisons par une réaction concertée, aboutissant a la
formation d’un mélange d’hydroperoxydes allyliques en configuration trans (Figure 1-3).

Figure 1-3 Mécanisme de réaction d'un oxygéne singulet sur un AGPI

b) Oxydation enzymatique

Une fois ingérés, les AGPI peuvent subir des hydrolyses et estérifications conduisant a la
production de composés qui peuvent étre de type anti-inflammatoire, tels que des résolvines,
les protectines ou les marésines, ou de type pro-inflammatoire avec les prostaglandines, les
thromboxanes ou les leucotrienes selon la nature de I’AGPI [30].
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1.1.2.2. Oxydation des produits alimentaires riches en AGPI

L’oxydation des produits alimentaires riches en AGPI présente un probléme lors de leur
fabrication et de leur stockage. Tout d’abord, I’oxydation impacte négativement les propriétés
organoleptiques des aliments par la production d’aldéhydes et de cétones, produits
secondaires issus de 1’oxydation des AGPI. C’est le mélange complexe de ces composés
organiques volatils qui sera a 1’origine d’une saveur anormale [31]. Par exemple, 1’huile de
soja peut subir une « réversion de flaveur » due a la dégradation de I’ALA en 2-pentylfurane
et son isomeére [32]. Cette altération va se traduire par un go(t herbeux dans un premier
temps, qui va ensuite se transformer en goQt de poisson [28]. De plus, I’oxydation des lipides
peut altérer les propriétés nutritionnelles des aliments en détruisant les AGPI et les vitamines
liposolubles A, D, E et K, ainsi qu’en diminuant la teneur en calories [33].

En dépit d’avancées dans la compréhension des différents mécanismes d’oxydation des AGPI,
I’impact réel de ces produits d’oxydation sur la santé humaine est encore mal compris.
Cependant, certaines études ont montré qu’une consommation riche en AGPI oxydés
entrainait une augmentation de la réponse inflammatoire et du stress oxydatif [34]. Un des
produits d’oxydation des AGPI de type oméga-6, le 4-hydroxynonénal (4-HNE), a été
incriminé dans 1’apparition de nombreuses maladies telles que 1’athérosclérose, les maladies
neurodégénératives et certains types de cancer [35,36,37].

Néanmoins, des recommandations peuvent étre appliquées lors de 1’extraction et du
conditionnement de I’huile afin de limiter 1’exposition aux facteurs déclencheurs de
I’oxydation (lumiére, chaleur ou métaux). Par exemple, une phase de pré-refroidissement peut
étre appliquée aux graines avant leur pressage. Le broyage des graines peut également
s’effectuer sous atmosphere inerte (argon) afin d’éviter les oxydations parasites. De plus, il
peut étre intéressant d’adapter la température lors des procédés d’extraction et de
conditionnement.

1.1.2.3. ROole des antioxydants dans la préservation des produits
alimentaires

Lorsque les mesures préventives decrites précédemment ne suffisent pas, 1’ajout de molécules
possédant des activités antioxydantes peut étre une solution pour contrer les oxydations
parasites des AGPI [38].

Un antioxydant est défini comme «toute substance qui, présente a faible concentration
comparee a celle du substrat oxydable, retarde ou prévient de maniere significative
I’oxydation de ce substrat » [39]. Les antioxydants sont donc une classe de composés de
grand intérét dans 1’industrie agroalimentaire en raison de leur capacité a contrer 1’activité des
radicaux libres et donc a prévenir les dommages associés [40]. Une liste des principales
molécules antioxydantes utilisées par 1’industrie agroalimentaire est présentée en Annexe.
Elles peuvent étre classées en deux catégories. D’un coté, les antioxydants préventifs
empéchant la formation de DRO ou neutralisant les espéces initiant I’oxydation lipidique et,
de Iautre c6té, les antioxydants dits « chain-breaking » ou « briseurs de chaine » interceptant
les radicaux propagateurs de la peroxydation lipidique [41].
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Dans le cadre de cette étude, deux molécules antioxydantes ont été étudiées. Il s’agit de
I’a-tocophérol et du gallate de propyle :

e q-tocophérol

L’a-tocophérol est la forme biologiquement active de la vitamine E. Il est constitué d’un
noyau de type chromanol et d’une chaine latérale aliphatique saturée a seize atomes de
carbone (Figure 1-4). Cette molécule lipophile naturellement présente dans les feuilles et les
graines des plantes (principalement dans les huiles de ces graines) [42], peut eégalement étre
ajoutée en tant qu’additif dans les produits alimentaires, cosmétiques ou pharmaceutiques. Le
mécanisme d’action antioxydant de 1’a-tocophérol est principalement de type
« chain-breaking » [43]. Il agit en tant que donneur d’hydrogeéne aux radicaux alcoxyle et
peroxyle, interrompant ainsi la propagation de la peroxydation. Il possede également une
faible activité préventive en tant que désactivateur de 1I’oxygene singulet [41].

Figure 1-4 Structure de la molécule d'a-tocophérol

e Gallate de propyle
Le gallate de propyle est un antioxydant synthétique obtenu par réaction d’estérification entre
I’acide gallique (présent naturellement dans certains végétaux) et de propanol (Figure 1-5). Il
est utilisé depuis 1948 en tant d’antioxydant alimentaire mais on le retrouve également dans
les matériaux d’emballage et les revétements [44]. Tout comme 1’a-tocophérol, son activité
antioxydante principale provient de sa capacité a transférer ses hydrogenes aux radicaux [45].

OH

OH
0]
OH \/\
Figure 1-5 Structure de la molécule de gallate de propyle

D’autres solutions existent pour protéger les huiles riches en AGPI des phénoménes
d’oxydation. Une des plus efficace est la microencapsulation qui consiste a protéger la
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matiére active au sein d’une matrice enrobante sous la forme de microparticules. Les
antioxydants pourront également étre mis en contact direct des huiles au sein de ces systemes
protecteurs afin d’améliorer leur absorption et leur biodisponibilité.

I.2. Microencapsulation

1.2.1. Généralités

La microencapsulation regroupe ’ensemble des technologies qui permettent d’obtenir des
particules individualisées de taille micrométrique, sous différentes formes, et dont le principe
est de piéger une matiére active, qui peut étre sous forme solide, liquide ou gazeuse, au sein
d’un matériau enrobant. Généralement, la taille de ces microparticules est comprise entre
quelques microns et quelques millimétres. En deca, on parle de nanoparticules ; au-dela de
microgranules [46].

Ces dernieres années, les techniques de microencapsulation ont permis de développer de
nombreux produits destinés a des secteurs d’activité variables, allant de la pharmacie a
I’électronique, en passant par 1’industrie textile [47]. On peut citer par exemple les systémes
de libération d’agents médicamenteux ou de composés alimentaires tels que les ardmes, les
édulcorants ou les colorants [48]. Toutefois, le principe de 1’encapsulation est utilisé depuis
de nombreuses années. Les premiers essais sur la microencapsulation datent de 1931, avec
Bungenburg de Jong et Kaas, deux chercheurs chimistes spécialistes des systemes colloidaux
ayant découvert le phénomeéne de coacervation par la gélatine pour la microencapsulation de
produits cosmeétiques [49]. Mais c’est dans les années 1950, avec les laboratoires de la
National Cash Register Corporation (NCR), que le concept de microencapsulation sera
reconnu, grace aux travaux de Green et Schleicher sur des colorants microencapsulés pour la
production de papier autocopiant sans carbone [50]. Ces microcapsules obtenues par
coacervation complexe sont constituées de complexes enrobants a base de gélatine et de
gomme arabique. Le papier autocopiant sans carbone est toujours utilisé et permet de
dupliquer un motif sous ’effet d’une faible pression sur les microcapsules, libérant ainsi les
pigments encapsulés. Au milieu des années 1970, la microencapsulation devient tres
populaire, notamment dans le secteur pharmaceutique [47]. Au cours des années qui suivirent,
I’accumulation des connaissances scientifiques a conduit a une augmentation du nombre
d’articles scientifiques et de brevets publiés (Figure 1-6).

Les particules obtenues en microencapsulation peuvent prendre différentes formes en fonction
du procéde utilisé, mais aussi des propriétés physico-chimiques du principe actif a protéger et
de la matiere enrobante. De facon simplifiée, elles peuvent étre classees en trois catégories
principales qui sont les microcapsules, les microspheres et les liposomes/niosomes. Ces
structures principales ainsi que des variantes plus complexes sont présentées au Tableau 1-2.
Il est important de noter qu’il ne s’agit que de représentations schématiques et que les
microparticules obtenues ont rarement une forme parfaitement sphérique, celle-ci étant
généralement plus irréguliere.
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Ainsi, certains procédés d’encapsulation peuvent conduire a la production de microparticules
de type microcapsule. Leur structure est constituée d’un noyau de matiere active entouré
d’une enveloppe continue de matiére enrobante. Il s’agit de structures « réservoir ». D’autres
techniques peuvent aboutir a la formation de microsphéres. Dans ce cas, la matiére enrobante
forme un réseau macromoléculaire continu constituant une matrice poreuse dans laquelle les
substances actives vont s’enchasser sous la forme de fines inclusions de particules solides, de
gouttelettes liquides ou de gaz. Enfin, les liposomes sont des structures plus rares. Ces
veésicules sont composées d’une membrane de lipides et qui peut étre unilamellaire (une seule
couche lipidique) ou multilamellaire (plusieurs couches lipidiques). Les niosomes ont des
structures similaires aux liposomes mais leurs membranes sont constituées de molécules
synthétiques amphiphiles [49].
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Figure 1-6 Evolution du nombre de documents scientifiques publiés dans le domaine de la
microencapsulation figurant dans les bases de données bibliographiques de Scopus depuis 1990

Tableau 1-2 Exemples de morphologies de particules obtenues par microencapsulation

Microcapsules Microsphéres Liposomes

Simple Multi-enveloppe Simple Double cceur actif

Le recours a des procédés de microencapsulation pour 1’encapsulation de matiére active peut
étre justifié par différents objectifs.
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e Immobiliser ou isoler
Ce premier objectif peut étre vu comme une volonté de limiter le contact entre la matiere
active et son environnement. L’encapsulation peut servir par exemple a incorporer une
matiere active dans un systéme normalement non compatible. Elle permet également de
maintenir la matiére active dans un systéme confiné afin d’en masquer I’odeur, le gott ou
I’activité ; ou bien de prolonger cette activite.

e Protéger

De nombreux composés sont sensibles a leur environnement et ont besoin d’une protection
pour conserver leurs propriétés. On peut citer le cas des vitamines mais également des
matiéres actives cibles de cette étude, les AGPI. De nombreuses cellules biologiques
présentent également une sensibilité a I’environnement en réagissant de maniére négative au
cisaillement. Autre exemple, la destruction de certains médicaments au pH acide de
I’estomac. Une fois protégés par encapsulation, ces composés verront ainsi leur durée de
conservation augmenter.

e Controdler la libération

Cet objectif regroupe deux grandes fonctions : le relargage controlé dans le temps et le
relargage ciblé sur une zone spécifique.

Concernant le contr6le du relargage, le but peut étre de retarder la cinétique de libération.
C’est le cas par exemple des molécules odorantes d’un parfum dont la libération s’effectue
par frottement des microparticules sur une surface ou encore d’agents médicamenteux
nécessitant une libération prolongee. Le but peut également étre d’accélérer cette cinétique, en
favorisant la dispersion du principe actif. Dans le cas des arémes, le piégeage dans des
microcapsules permet d’obtenir un effet aromatique prolongé ou un effet retardé si ’ardme est
libéré lors de la rupture de la microparticule. Dans 1’industrie pharmaceutique, des polymeéres
biodégradables tels que ’acide polylactique (PLA) ou 1’acide polyglycolique (PLGA) sont
couramment fonctionnalisés afin de former des systemes permettant le relargage ciblé de
matiéres actives [51].

e Structurer et fonctionnaliser

Le mélange d’une faible quantité de liquide dans un plus gros volume peut étre trés complexe
a réaliser industriellement. La modification de 1’état physique de la matiére active (conversion
d’un liquide en solide par exemple) par encapsulation permet de s’affranchir de ce probléme.
A titre d’exemple, I’encapsulation du cacao difficilement dispersable par des matériaux
enrobants appropriés permet d’obtenir une poudre trés soluble. En effet, cette matiere
occupera un volume plus important qui sera plus facile & homogénéiser. L’encapsulation
permet également d’apporter des fonctions nouvelles afin de créer des systemes innovants
[49].
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[.2.2. Matériaux d’enrobage biosourcés

Afin de fabriquer les microparticules, la formulation initiale doit contenir des matériaux
enrobants constituant la matrice a I’intéricur de laquelle la matiére active sera piégée. Ces
composés peuvent étre d’origine synthétique, telles que les copolyméres acryliques et
méthacryliques, les polyoléfines (polyéthyléne, polypropylene), les copolymeéres vinyliques
ou encore les homopolyméres d’acide lactique et glycolique (PLA, PLGA) [49]. lls peuvent
également étre semi-synthétiques, comme les dérivés de I’amidon et les dérivés cellulosiques
(éthylcellulose, hydroxypropylméthylcellulose, hydroxymeéthylcellulose,
carboxymeéthylcellulose) [46], trés utilisées dans le secteur pharmaceutique [49]. Mais ces
derniéres années, ce sont les polymeres issus de la biomasse, également appelés
biopolymeres, qui ont été tres largement étudiés en microencapsulation [52]. La classification
de ces matériaux biosources est décrite ci-dessous.

1.2.2.1. Protéines

Les protéines sont des composés de choix pour I’enrobage de matiéres actives par
microencapsulation. En effet, elles présentent de nombreux avantages tels que leur
biodégradabilité et leur biocompatibilité. De plus, leur caractere amphiphile les rend tres
utiles pour I’encapsulation de matiéres actives lipophiles. En effet, elles sont capables de
s’adsorber aux interfaces huile-eau et donc de stabiliser les émulsions [53] et de prévenir la
coalescence des gouttelettes par formation d’un film viscoélastique autour de celles-ci. Les
principales protéines utilisées en microencapsulation sont issues de produits animaux. On peut
citer les protéines extraites du lait (caséine, protéines du lactosérum), des ceufs (albumines), le
collagéne, ou encore la gélatine. L’utilisation des protéines végétales est beaucoup plus rare.
Il existe néanmoins certaines études ayant protées sur 1’utilisation d’isolats ou de concentrats
extraits de graines de soja, de pois, de blé, ou encore de mais [54, 55].

1.2.2.1.1. Structures et propriétés physico-chimiques

Les protéines sont des biopolymeéres azotés linéaires formés d'une ou plusieurs chaine(s)
polypeptidique(s). Ces chalnes polypeptidiques sont constituées d’un enchainement
particulier d’acides aminés liés entre eux par des liaisons peptidiques. Les protéines
présentent quatre niveaux d'organisation :

- la structure primaire correspond a la sequence en acides aminés ;

- la structure secondaire décrit l'arrangement des résidus d'acides aminés observable a
I'échelle atomique. Stabilisés par des liaisons hydrogene, ces arrangements locaux peuvent
prendre la forme d’hélices a, de feuillets B, de tonneaux 3 ou de coudes ;

- la structure tertiaire correspond a la forme générale de la protéine observable a I'échelle de la
molécule. Elle est également appelée structure tridimensionnelle ou structure 3D. Elle décrit
les interactions entre les différents éléments de la structure secondaire. Elle est stabilisée par
tout un ensemble d'interactions de faibles énergies, mais également des liaisons covalentes
(ponts disulfures) ;
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- la structure quaternaire n’existe que pour les protéines possédant plusieurs chaines
polypeptidiques. En effet, elle décrit la structure complexe résultant de I'assemblage de
plusieurs molécules de protéines, appelées dans ce cas sous-unités protéiques, pour former un
complexe protéique unique. Ce complexe est formé par un ensemble de liaisons non-
covalentes (liaisons hydrogeéne, liaisons ioniques, interactions hydrophobes).

Ainsi, trois grands groupes de protéines peuvent étre identifiés en fonction de leur structure
tertiaire ou quaternaire : les protéines globulaires, les protéines fibreuses et les protéines
membranaires [56].

Ces niveaux d’organisation, ainsi que les caractéristiques structurelles particuliéres des
protéines (poids moléculaire, hydrophobicité de surface, interactions) vont leur conférer de
nombreuses propriétés fonctionnelles de solubilité, d’absorption d’eau ou de corps gras, de
viscosite, de gélification, de cohésion-adhésion, d’élasticité, d’émulsification, ou encore de
stabilisation de mousses [57]. Certaines de ses caractéristiques physico-chimiques sont
décrites ci-dessous.

e Capacité a former des gels
La formation de gels protéiques peut mettre en jeu différents mécanismes (variation de
température, ajustement du pH ou réactions enzymatiques). Dans le cas des gels induit par
une augmentation de température (cas le plus courant), c’est le dépliement des chaines
protéiques avec I’exposition des segments apolaires qui va entrainer une agglomération et
donc la formation d’un réseau 3D [58].

e Capacité émulsifiante
Grace a leur caractére amphiphile, c’est-a-dire a la coexistence de régions hydrophobes et
hydrophiles dans leur structure, ainsi qu’a leurs propriétés filmogénes, les protéines possédent
des capacités émulsifiantes intéressantes [59] (Figure 1-7).
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Figure 1-7 Mécanisme de stabilisation d'une gouttelette d'‘émulsion par adsorption de protéines. Les
marques rouges indiquent la position des régions hydrophobes

Cette capacité est étroitement liée a differentes propriétés telles que leur capacité de migration
et d’absorption aux interfaces, leur flexibilité ou encore leurs propriétés filmogenes. Elle peut
ainsi étre prédite par différentes caractéristiques structurelles. Par exemple, des protéines
possédant un faible poids moléculaire auront une vitesse de diffusion importante mais une
capacité filmogene peu efficace, et inversement. De méme, lors de 1’adsorption a I’interface,
plus ’hydrophobicité de surface de la protéine sera importante, meilleure sera son affinité
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avec la phase apolaire et donc sa capacité a stabiliser 1’émulsion [54]. Contrairement aux
émulsifiants de faible poids moléculaire, tels que les molécules tensioactives diffusant
rapidement aux interfaces et possédant des capacités émulsifiantes tres efficaces, les
protéines, plus volumineuses, diffusent a une vitesse beaucoup plus lente [60] (A). Une fois
placées a I’interface, des phénomeénes de dénaturation partielle ou de déploiement particulier
sont souvent nécessaires pour exposer leurs régions hydrophobes non accessibles. Les
protéines se réalignent ensuite afin de positionner leurs domaines hydrophobes au contact de
la phase huileuse et leurs domaines hydrophiles au sein de la phase aqueuse [61] (B). Ainsi, la
capacité émulsifiante des protéines est généralement inférieure a celle des molécules de faible
poids moléculaire [62]. Cependant, une fois placées a I’interface, les protéines forment des
films viscoélastiques capables de résister a de forts stress mécaniques et d’apporter une trées
bonne stabilité électrostatique et stérique a I’émulsion (C).

e Solubilité

Le pH, le solvant et la force ionique du milieu auront une incidence sur la solubilité de la
protéine. A chaque protéine correspond un point isoélectrique (pHi), correspondant au pH
pour lequel la protéine est électriquement neutre. En s’¢loignant de ce point, la charge globale
deviendra positive (pH<pHi) ou négative (pH>pHi), empéchant ainsi 1’agrégation des chaines
et augmentant la solubilité. De la méme maniére, I’utilisation d’un solvant a faible force
ionique empéchera la neutralisation des charges. Dans le cas de la stabilisation d’émulsions,
une bonne solubilité des protéines dans la phase continue est indispensable pour leur
permettre de migrer jusqu’aux interfaces. Cela permet également d’augmenter la viscosité et
donc de stabiliser I’émulsion par limitation des phénomeénes migratoires des gouttelettes de
phase dispersée.

1.2.2.1.2. Protéines végétales

Actuellement, il existe une tendance consistant a privilégier I’utilisation de produits issus de
la biomasse végétale aux produits animaux. En effet, ces molécules présentent de nombreux
avantages d’un point de vue industriel. Leur utilisation permet notamment de répondre aux
inquiétudes des consommateurs concernant la sécurité des produits animaliers (réponse a la
crise de la «vache folle» en 1996, par exemple) mais également de satisfaire les
consommateurs pratiquant un régime alimentaire particulier pour des questions d’allergies, de
religion, gustatives, de souci de la condition animale ou encore de santé. De plus, les
protéines végétales sont en moyenne moins chéres et plus abondantes que les protéines
animales [54].
D’un point de vue structurel, les protéines végétales sont divisées en quatre grandes fractions,
dépendant de leur solubilité [55]:

- Les glutelines, solubles dans les solutions aqueuses a pH alcalin ;

- Les globulines, solubles dans les solutions salées ;

- Les albumines, solubles dans I’eau ;

- Les prolamines, solubles dans les solutions hydro-alcooliques.
En fonction de la composition en fractions protéiques des tourteaux végétaux, différents
procédés d’extraction peuvent étre mis en place :
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- Extraction chimique : ce type d’extraction fait intervenir ’utilisation de solvants
organiques (€thanol, isopropanol, chloroforme, hexane) permettant d’isoler
certaines fractions protéiques et/ou la modification du pH du milieu afin d’induire
leur précipitation ou, au contraire, de les solubiliser ;

- Extraction biochimique par action d’enzymes: lorsque le rendement
d’extraction obtenu par les traitements chimiques n’est pas satisfaisant, 1’utilisation
de mélanges enzymatiques a base de carbohydrolases et de peptidases peut étre
employée pour solubiliser les protéines ;

- Extractions physique et physico-chimique : il s’agit des extractions assistées par
ultrasons, par micro-ondes, par haute pression et des traitements thermiques, par
exemple [63].

Dans le cadre de cette étude, cing protéines végétales ont été testées en tant que matiéres
enrobantes pour I’encapsulation d’huiles végétales. Leurs caractéristiques principales sont
décrites ci-dessous.

a) Protéines de soja

Environ 80% du soja cultivé est utilisé pour 1’extraction d’huile, générant ainsi une grande
quantité de sous-produits. Les protéines étant le composant majoritaire des graines de soja,
représentant un pourcentage global compris entre 35 et 40% [64], ces résidus en contiennent
en tres grande quantité [65]. Les avantages des protéines de soja sont nombreux, justifiant leur
utilisation pour 1’alimentation humaine et animale:
- Bonne valeur nutritionnelle en raison de la présence de 1I’ensemble des acides
aminés essentiels ;
- Effet hypoglycémiant, prévention du risque d’hyperlipidémie et de la survenue de
maladies cardiovasculaires ;
- Bon marché ;
- Biodégradables ;
- Propriétés physico-chimiques et fonctionnelles intéressantes (capacités de
gélification et d’émulsification).
Les fractions majoritaires des protéines de soja sont les globulines et les albumines, comptant
pour 50 a 90% de I’ensemble des protéines issues des graines de soja. Les protéines de soja
sont subdivisées en quatre fractions, caractérisées par leur coefficient de sedimentation : 2S,
7S, 11S et 15S [66]. Les albumines sont principalement sous la forme 2S alors que les
fractions 7S, 11S et 15S correspondent majoritairement aux globulines. On observe toutefois
deux fractions majoritaires de la globuline qui sont la glycinine, également appelée globuline
118, et la B-conglycinine, ou globuline 7S, représentant & elles seules une grande majorité des
protéines de soja [67]. Des variations sont cependant observées en fonction de la variété et de
la méthode d’isolation. La globuline 7S est divisée en trois sous-unités, o (67 kDa), o’
(71 kDa) et B (50 kDa). La globuline 11S est un hexameére constitué de cing sous-unités
comportant chacune une sous-unité acide A et une sous-unité basique B, reliées par des ponts
disulfures. Il est suspecté que les sous-unités AB s’associent en deux cercles hexagonaux,
formant ainsi un cylindre creux maintenu par des liaisons hydrogenes et des liaisons
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électrostatiques [68]. Une représentation schématique d’une molécule de glycinine est
présentée a la Figure 1-8.

.\_ b
|

1 Vue depuis 1

0

«—— llnom —»

Figure 1-8 Représentation schématique d'une molécule de glycinine

Selon plusieurs études, les propriétés gélifiantes conférées aux protéines de soja
proviendraient principalement de 1’agrégation des glycinines [69], tandis que les propriétés
émulsifiantes sont principalement dues au réseau dense des B-conglycinines, stabilisé par les
ponts disulfures [70]. Une autre explication a été apportée par Maruyama et al. (2002) [71],
démontrant la présence de chaines saccharidiques attachées aux B-conglycinines, renforcant
leur capacité a stabiliser les émulsions.

b) Protéines de pois

Le taux de protéines contenues dans les graines séches de pois varie entre 20 et 30% en
fonction de I’espéce, de la variété, de la maturité et des conditions de croissance de la plante
[72]. Les protéines de pois possédent également des valeurs nutritionnelles intéressantes. En
effet, des études ont prouvé que la consommation de protéines de pois entrainait une
diminution des risques de maladie cardiovasculaire [73] et d’hypertension artérielle [74].

Tout comme les protéines de soja, les fractions protéiques majoritaires sont les globulines 7S
et 11S, respectivement nommeées viciline et légumine, et représentent environ 70% de la
totalité des protéines. Les albumines et les glutélines comptent, quant a elles, chacune pour 10
a 20% des protéines totales des graines [75]. De nombreuses études ont montré que les isolats
de protéines de pois ont de relativement bonnes propriétés émulsifiantes, en terme d’activité
et de stabilite, mais inferieures a celles des isolats protéiques de soja. Elles ont egalement
montré des propriétés moussantes modérées et une faible capacité d’absorption d’eau et
d’huile comparativement aux extraits protéiques de soja [76].

c) Protéines de chanvre

En plus de leur important contenu en fibres, les graines de chanvre contiennent environ 30%
d’huile et 25% de protéines. Les protéines de chanvre ont montré des valeurs nutritionnelles
encore plus intéressantes que celles des protéines de soja. En effet, le rapport entre la teneur
en acides aminés essentiels et la teneur totale en acides aminés est supérieur pour les protéines
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de chanvre (45,16%) comparativement aux protéines de soja (42,72%). Cette différence
s’explique en partie par la haute teneur en acides aminés soufrés (méthionine et cystéine) des
protéines de chanvre. Tout comme les protéines de soja et de pois, les fractions majoritaires
des protéines de chanvre sont des 2S albumines et des globulines, dont le représentant
majoritaire est une 11S, appelée édestine. En revanche, des caractérisations des propriétés
physico-chimiques et fonctionnelles d’isolats de protéines de chanvre ont montré une faible
activité¢ émulsifiante ainsi qu’une faible capacité de rétention d’eau de ces protéines,
comparativement aux protéines de soja [77,78,79].

d) Protéines de tournesol

La culture du tournesol, tout comme celle du soja, fait partie des cing plus importantes dans le
monde [80]. Les graines de tournesol sont principalement cultivées pour leur huile mais les
tourteaux dégraissés possedent une composition intéressante, avec un taux de protéines
compris entre 40 et 66%. En dépit d’une faible concentration en lysine, la composition en
acides aminés des protéines de tournesol répond aux besoins nutritionnels [81]. Tout comme
les protéines précédemment décrites, les fractions majoritaires des protéines de tournesol sont
les albumines et les globulines [82]. Les globulines du tournesol sont appelées hélianthinines
et comptent pour 50 a 70% des protéines totales, tandis que les albumines représentent 17 a
34% du contenu en protéines [83]. En raison de leur température de dénaturation élevée, de
leur faible contenu en acides aminés soufrés et de leur solubilité grandement dépendante des
variations de pH, les protéines de tournesol possédent une faible capacité a former des gels.
Concernant les propriétés émulsifiantes des protéines de tournesol, les résultats divergent en
raison des différences compositionnelles des échantillons testés et des conditions appliquées
[84]. Néanmoins, une étude a montré des capacités émulsifiantes de concentrats de protéines
de tournesol similaires a celles de concentrats de protéines de soja [85].

e) Protéines de riz

Les protéines de riz constituent un ingrédient tres intéressant pour les industries alimentaire,
pharmaceutique et cosmétique en raison de leurs treés bonnes valeurs nutritionnelles et de leurs
propriétés hypoallergéniques comparées aux autres protéines céréalieres et Iégumineuses [86].
C’est particuliérement le cas des protéines de riz brun qui sont riches en glutélines et en
prolamines, et pauvres en globulines et albumines (fractions pouvant étre responsables de
réactions allergiques) [87]. Une étude récente effectuée sur les protéines issues d’un riz brun
thai a montré qu’elles contenaient environ 84% de glutéline, 10% de prolamine, 4% de
globuline et 2% d’albumine [88]. Néanmoins, cette forte teneur en glutéline présente
également un désavantage : la faible solubilité des protéines de riz dans les solutions
aqueuses. De plus, leur structure globulaire rigide maintenue par des liaisons disulfides
intermoléculaires et des interactions hydrophobes réduit leur flexibilité accentuant ainsi cette
faible solubilité et leur conférant des propriétés tensioactives peu efficaces [89].
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1.2.2.2. Polysaccharides et dérivés polysaccharidiques

Les polysaccharides sont les polyméres naturels les plus utilisés en microencapsulation en
raison de leur diversité, de leur grande disponibilité et de leur moindre codt. Ils peuvent étre
issus de différentes sources : végétale (amidon, cellulose, maltodextrine, gommes et leurs
dérivés), marine (carraghénane, alginate) ou animale/microbienne (gomme xanthane,
chitosane) [90]. En dehors des composés possedant des propriétés gélifiantes, les
polysaccharides peuvent étre utilisés a des concentrations élevées tout en gardant une bonne
solubilité dans 1’eau et en maintenant une faible viscosité des formulations [91]. Les différents
polysaccharides utilisés lors de ce projet sont décrits ci-dessous.

a) Gomme arabique

Les trois-quarts de la production de gomme arabique, également appelée gomme d’acacia,
provient d’une espece d’arbre appelée Acacia senegal. La majeure partie de I’autre quart est
issue de I’espece Acacia seyal [92].

Les gommes sont couramment utilisées comme matériaux enrobants pour 1’encapsulation de
matiéres actives hydrophobes en raison de leurs bonnes propriétés filmogenes et
émulsifiantes. Parmi toutes les gommes, la gomme arabique se démarque en raison de ses
excellentes propriétés emulsifiantes et est donc couramment utilisée. Le produit brut se
présente sous la forme de nodules de différentes tailles (de 5 a 40 mm), contaminés par des
impuretés végétales (bois, graines, feuilles), minérales (sable) et d’origine bactériologique. La
purification s’effectue par voie humide en dissolvant la gomme dans 1’eau. Les impuretés
insolubles sont éliminées par une cascade de filtrations et la qualité bactériologique maitrisée
par stérilisation. L’eau résiduelle est ensuite éliminée par séchage par atomisation aboutissant
a un produit final sous forme d’une poudre blanche.

Le polymere obtenu est constitué d’un enchainement complexe et ramifié de différents
monomeres (acide D-glucuronique, L-rhamnose, D-galactose et L-arabinose) liés de facon
covalente a une fraction protéique, représentant généralement 2% du poids total de la gomme
(Figure 1-9). Ces propriétés émulsifiantes sont d’ailleurs attribuées a la présence de cette
fraction protéique [94,95].
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Figure 1-9 Illustration schématique de la structure de la gomme arabique [95]
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b) Alginates

Les alginates sont obtenus a partir de deux sources, les algues et les bactéries. La majorité des
alginates disponibles commercialement proviennent d’algues brunes et plus particuliérement
de trois espéces, Laminaria hyperborea, Ascophyllum nodosum et Macrocystis pyrifera [96].
Le procédé d’obtention du produit final consiste tout d’abord a collecter et rincer les algues a
I’eau douce afin d’éliminer les plus grosses impuretés (sable, sel, autres algues). Elles sont
ensuite broyées et mises a tremper dans une solution d’acide sulfurique afin d’en éliminer les
minéraux (calcium, magnésium). L’acide alginique déminéralisé est alors immergé dans une
solution de carbonate de sodium afin d’étre transforme en alginate de sodium soluble qui sera
finalement précipité, pressé, lavé, essoré, séché et moulu [97]. Les alginates sont composés de
deux résidus isoméres se différenciant par 1’arrangement structurel de leur cycle
hexopyranose. Il s’agit de 1’acide a-L-guluronique (G) et de I’acide B-D-mannuronique (M),
reliés linéairement par des liaisons 1-4 [98]. Ces résidus s’agencent en segments qui peuvent
étre de type MM, GG ou MG (Figure 1-10).
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Figure 1-10 Représentation des segments MM, GG et MG des alginates [99]

Les propriéetés fonctionnelles des alginates sont principalement gouvernées par la composition
et ’arrangement de ces résidus, du poids moléculaire du polymeére et de la concentration du
cation plurivalent permettant leur réticulation [100]. La viscosité des alginates de sodium
provenant d’algues brunes dépend a la fois de la concentration de la solution mais également
de la longueur et du nombre de segments monomériques sur les chaines d’alginate. Pour une
méme concentration, une augmentation de la longueur des segments entrainera une
augmentation de la viscosité de la solution [101]. 1I est cependant intéressant de noter qu’une
telle corrélation n’est pas retrouvée pour les alginates issues de bactéries [102]. En présence
de cations plurivalents, les solutions d’alginate peuvent subir des transitions sol-gel en raison
de leur nature anionique en solution aqueuse (voir section 1.2.3.2.2 sur 1’encapsulation par
gélification ionontropique). Les alginates possédent d’autres proprietés physico-chimiques
intéressantes, justifiant leur utilisation dans de nombreux secteurs industriels. lls sont
notamment utilisés dans I’industrie agroalimentaire comme agents stabilisants et épaississants
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dans les confitures, les boissons ou les desserts et comme agents d’enrobage de cellules de
levure dans les procédés de fermentation. On les retrouve également comme agents
épaississants de pigments utilisés dans les encres d’impression ou d’agents adhésifs et de
remplissage dans 1’industrie papetic¢re [96].

c) Pectines

Les pectines sont une classe de polysaccharide complexe présente dans les membranes
cellulaires. Elles y jouent le role d’agent hydratant et d’élément de consolidation du réseau
cellulosique [103]. Bien que les pectines se situent dans la plupart des tissus cellulaires, seules
quelques vegétaux peuvent étre utilisés pour leur extraction et leur utilisation industrielle. En
effet, la formation de gels dépendant principalement de leur poids moléculaire et de leur degré
de méthoxylation, les pectines provenant de différentes sources n’auront pas les mémes
propriétés geélifiantes. Ainsi, la grande quantité de pectine présente dans un fruit n’est pas une
caractéristique suffisante pour faire de ce fruit une bonne source de pectine commercialisable
[104]. Actuellement, le marc de pomme et les écorces d’agrume sont les principales sources
de pectine industrielle qui seront destinées a des applications spécifiques en raison de leurs
différences structurelles. Concernant leur structure chimique, les pectines sont des
a-D-galacturonanes. Leurs chaines polymériques sont constituées de deux unités, I’acide
D-galacturonique (homopolymeére de 1’acide (1-4)-a-D-galactopyranosyluronique possédant
des degrés variables de groupes carboxyles méthylestérifiés) et le rhamnogalacturonane
(hétéropolymeére de dissacharides acides (1-2)-a-L-rhamnosyl-(I-2)-a-D-galactosyluronique
répétitifs) [105]. Les cycles pyranose des unités d’acide D-galacturonique sont reliés par des
liaisons L-(1,4)-glycosidique formant ainsi la molécule. Les pectines sont donc des
copolymeres a blocs dont la chaine principale galacturonane est fréquemment interrompue par
des unités rhamnose pouvant porter des chaines latérales (Figure 1-11).

Side-chain

=

Figure 1-11 Représentation schématique d'une structure typique d’une pectine [106]

Rhamnogalacturonan

Linear galacturonan

Comme indiqué précédemment, la composition des pectines varie selon la source, la
localisation dans la membrane cellulaire et le procédé d’extraction [107].

Leur solubilité dépend du degré de polymérisation, du nombre et de la distribution des
groupements méthoxyles. Tout comme les alginates, les pectines ont la capacité a former des
gels. Selon leur degré de méthylation, ces derniéres sont divisées en deux catégories qui
formeront des gels de natures différentes. Les pectines « faiblement méthylées », comportant
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un degré de méthylation compris entre 25 et 50%, forment un gel par création d’interactions
hydrophobes lorsque le pH est inférieur a 3,6 et en présence d’un co-soluté (le sucrose, par
exemple). Les pectines « hautement méthylées », dont le degré de méthylation est compris
entre 50 et 80%, forment un gel en présence de cations plurivalents, qui jouent le role de
ponts entre les chaines polysaccharidiques [108].

d) Inulines

Les inulines sont des polysaccharides de stockage retrouvées dans certains végétaux,
notamment [’asperge, la banane, I’ail et ’oignon. La premiére source commerciale est la
racine de chicorée, contenant entre 16 et 18% d’inuline [109]. Aprés avoir rincé et découpé
les racines, les inulines sont extraites avec de I’eau chaude. Ce jus est alors purifié par
carbonatation. Afin d’obtenir la poudre d’inuline, la matiere premiére est a nouveau purifiée
par un systéme d’échange d’ions, puis separée des chaines courtes, stérilisée par filtration
tangentielle et, enfin, séchée par le procédé d’atomisation [93,94]. Les inulines appartiennent
a la famille des fructanes. Elles sont composées d’un enchainement linéaire d’unités de
fructose reliées par des liaisons B-(2,1). Le degré de polymérisation (DP) des inulines est
compris entre 2 et 60 et I’extrémité de leurs chaines se termine par une unité de glucose
(Figure 1-12) [110].
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Figure 1-12 Structure des inulines

Les inulines sont peu solubles dans 1’eau et cette solubilité dépend principalement de la
distribution de longueur des chaines. Elle augmente lorsque la longueur des chaines diminue
et inversement. En raison de leur relativement faible longueur de chaine, les inulines ne font
pas partie de la famille des hydrocolloides, contrairement aux alginates et aux pectines. La
formation de gels d’inuline est donc différente. Elle se produit & des concentrations d’inuline
supérieures a 15% en chauffant puis en abaissant la température et selon une structure proche
de celle de certains amidons [111]. Les inulines possédent des propriétés nutritionnelles trés
intéressantes. N’étant pas digérées par les enzymes présentes dans 1’estomac et le petit
intestin, elles possedent des activités contre 1’obstruction intestinale, de réduction du pH du
contenu du grand intestin et de diminution du taux de cholestérol et de triglycérides dans le
sang. De plus, elles présentent un indice glycémique nul, ce qui signifie que leur ingestion
n’induit pas d’augmentation des niveaux de glucose et d’insuline dans le sang. Enfin, les
inulines possédent des propriétés prébiotiques en servant de substrat aux bactéries coliques.
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e) Maltodextrines

Les maltodextrines sont des polysaccharides possédant un pouvoir sucrant tres faible et sont
donc couramment utilisées par les industries agroalimentaire et pharmaceutiqgue comme
support, agent de charge ou excipient. Ces polysaccharides sont obtenus par hydrolyse
chimique ou enzymatique partielle d’amidon. L’utilisation d’acide chlorhydrique pour
I’hydrolyse de 1’amidon conduit a 1’obtention de sirops de maltodextrine a 1’aspect trouble.
Pour pallier cette réaction, les hydrolyses acides sont souvent suivies d’une hydrolyse
enzymatique par 1’ajout d’a-amylases. Cette seconde étape permet également d’obtenir une
plus grande population de taille de chaines de maltodextrines. Une fois I’inactivation des
enzymes effectuée, le sirop est filtré, purifié et concentré par évaporation [112]. La structure
finale est constituée d’un enchainement linéaire d’unités de D-glucose reliées par des liaisons
a-(1,4) et possedent un « dextrose equivalent » (D.E.) inférieur & 20 (Figure 1-13).

CH,0H

n
Figure 1-13 Structure des maltodextrines

Ces macromolécules possedent des propriétés physico-chimiques proches de celles des
inulines. Leur solubilité dans les solutions aqueuses est également inversement
proportionnelle a la longueur de leurs chaines. Elles ont la capacité a former des gels
thermoréversibles pour des concentrations supérieures a 12% et une température de
refroidissement inférieure a 40°C [113].

1.2.2.3.  Lipides

L’utilisation de lipides en tant que matériaux d’enrobage pour la microencapsulation est
récente. Les systemes constitués de matiéres actives protégées par des matrices lipidiques sont
appelés liposomes. Les liposomes sont definis comme des structures fermées dont la bicouche
continue est constituée principalement de lipides et/ou phospholipides. Cette bicouche peut
étre simple ou multiple selon 1’utilisation et renferme un cceur pouvant contenir des matieres
actives hydrophiles, hydrophobes ou amphiphiles. Les phospholipides et les AG sont les
classes de lipides les plus utilisées comme matériaux enrobants hydrophobes. On peut
également citer le glycérol et les cires. Le principal avantage de 1’utilisation de ces systémes
est leur trées bonne affinit¢é avec les membranes cellulaires permettant d’améliorer la
biodisponibilité de la matiere active encapsulée [49,114,115].
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1.2.3. Microencapsulation de matieres actives hydrophobes

Des matieres actives de différentes natures peuvent étre protégées par des procédes de
microencapsulation. Dans cette partie, seule 1’encapsulation de matieres actives hydrophobes
sera développée.

1.2.3.1. Formulation des émulsions

La production de ce type de systeme nécessite couramment la formulation d’émulsions. Une
émulsion est définie comme un mélange d’au moins deux phases immiscibles, dont 1’'une est
dispersée sous forme de gouttelettes dans 1’autre et dont le temps de stabilité est plus au moins
long. On distingue deux types d’émulsion :
- Les émulsions « huile dans eau » (H/E), également appelées émulsions directes, ou
la phase apolaire est dispersée dans la phase polaire ;
- Les émulsions « eau dans huile » (E/H), également appelées émulsions inverses,
ou la phase polaire est dispersée dans la phase apolaire [116].

1.2.3.1.1. Constituants des émulsions

L’instabilité des émulsions provient d’une insuffisance d’interactions a ’interface entre le
liquide polaire et le liquide apolaire [117]. La phase aqueuse ne peut pas former suffisamment
d’interaction avec la phase grasse.

Dans une émulsion, la phase polaire est généralement une phase aqueuse. La phase apolaire,
quant a elle, peut-&tre une huile minérale, un solvant apolaire, un AG, un composé estérifié,
une huile silicone ou une cire, par exemple. Ces deux phases sont mélangées a ’aide d’un
dispositif capable de fournir une haute énergie nécessaire a la dispersion de la phase
discontinue dans la phase continue sous forme de gouttelettes. La formation de ces
gouttelettes s’accompagne donc d’une augmentation de la surface interfaciale entre les deux
liquides, rendant ce phénomeéne thermodynamiquement défavorable [118]. Afin d’améliorer la
stabilit¢ thermodynamique de ces émulsions, I’utilisation d’agents émulsionnants est
nécessaire. Ils agissent en abaissant la tension interfaciale ainsi qu’en formant un film
viscoélastique a la surface des gouttelettes. Ces propriétés proviennent de leur nature
amphiphile, c’est-a-dire de la coexistence de domaines hydrophiles et hydrophobes, leur
permettant de s’adsorber aux interfaces eau/huile. En effet, c’est dans cette configuration que
I’éloignement des domaines hydrophiles et hydrophobes est maximal et donc que la molécule
est dans son état énergétique le plus faible, réduisant ainsi la tension de surface du systeme.
De plus, cette configuration permet de former un film viscoélastique autour des gouttelettes
de phase dispersée, entrainant une cohésion avec la phase dispersante et réduisant ainsi les
phénomeénes de déstabilisation (voir section 1.2.3.1.3). Les agents émulsionnants peuvent étre
de différentes natures (Figure 1-14).

e Tensioactifs
Les tensioactifs, egalement appelés agents de surface, sont des molécules de petite taille
possédant une partie polaire et une partie apolaire. La partie polaire, ou téte polaire, est
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constituée d’un ou plusieurs groupement(s) polaire(s), pouvant étre sous forme ionique ou
non ionique. La partie lipophile est constituée d’une ou plusieurs chaine(s) hydrocarbonée(s)
aliphatique(s), pouvant prendre différentes formes (linéaire, ramifiée, aromatique) [119].

e Polymeres amphiphiles

Les polymeres sont des macromolécules de haut poids moléculaire constituées d’un
enchainement de sous-unités, egalement appelées monomeres. Ces monomeéres peuvent
s’enchainer de fagon linéaire ou bien sous forme de ramifications, et peuvent adopter une
configuration tridimensionnelle [120]. Certains peuvent s’adsorber aux interfaces. C’est le
cas, par exemple, des copolyméres amphiphiles formés par 1’association de polymeéres aux
propriétés antagonistes (hydrophobe et hydrophile), des protéines, ainsi que de certains
dérivés polysaccharidiques.

e Particules solides
Les emulsions stabilisées par des particules solides sont appelées émulsions de Pickering
[121]. L’utilisation de ces particules permet de former une barriére stérique par leur
adsorption a I’interface huile-eau [122]. La capacité des particules a stabiliser une émulsion
dépend donc principalement de leur mouillabilité a I’interface. Ces particules peuvent étre de
type inorganique (silice, argile, hydroxyapatite) ou organique (chitosane, cyclodextrine)
[123].

Dans le cas de la formulation d’émulsions, et plus particulierement de celles destinées a étre
utilisées pour ’encapsulation de principes actifs, 1’utilisation d’additifs est courante. Il s’agit
d’agents antimicrobiens qui vont limiter le développement de microorganismes ou encore
d’agents réticulants qui vont renforcer le réseau polymérique autour de la matieére active
[116]. Certains polysaccharides peuvent également étre utilisés comme additifs pour stabiliser
les émulsions. En effet, leur ajout permet d’augmenter la viscosité de la phase aqueuse et
donc de limiter les phénomenes de déstabilisation [117].
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Tensioactifs Polymeres amphiphiles Particules solides

Figure 1-14 Interfaces H/E stabilisées par différents types d'agents émulsionnants

1.2.3.1.2. Techniques d’homogénéisation

Comme indiqué précédemment, I’utilisation d’un dispositif capable de fournir une haute
énergie est necessaire a la dispersion de la phase discontinue dans la phase continue sous
forme de gouttelettes. Il en existe de nombreux, listés ci-dessous.
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e Agitateurs mécaniques

Les agitateurs mécaniques se divisent en disperseurs et systemes rotor-stator. Pour les
disperseurs, le mélange des deux phases s’effectue par des phénomenes de cisaillement et de
recirculation des gouttelettes. Les mobiles utilisés pour réaliser ces mouvements sont les
turbines, les hélices, les ancres ou encore les dilacérateurs. Les émulsions générées par ces
disperseurs présentent une distribution de tailles relativement étroite avec une taille moyenne
de gouttelettes relativement élevée, de 1’ordre de 10 a 100 um. Les systemes rotor-stator sont
constitués d’un stator comportant des orifices ou fentes et d’un rotor capable de tourner a
grande vitesse. Le produit est aspiré par la téte de travail puis expulsé apres avoir traversé les
lames du stator et du rotor. Il subit alors un tres fort cisaillement du fait du faible entrefer
entre le stator et le rotor et de la grande vitesse de rotation du rotor [124].

e Homogénéisateur a haute pression

L’homogénéisation & haute pression est un traitement physique au cours duquel le produit est
projeté a forte pression, de 5 a 2000 bars, sur une téte d’homogénéisation a géométrie
particuliére. Cette opération permet ainsi de réduire la taille des gouttelettes de la phase
dispersée. Le principe de I’homogénéisation a haute pression est présenté a la Figure 1-15. La
téte de I’homogénéisateur a haute pression est constituée de trois parties : le siege, le clapet et
I’anneau de choc. Le produit a homogénéiser entre le long de 1’axe du siége a partir duquel il
sera rejeté et laminé dans 1’espace qui sépare le clapet du siége. Il est alors projeté sur
I’anneau de choc puis refoulé a I’extérieur. Dans le cas des émulsions, la taille des éléments
dispersés est de I’ordre de 0,1 @ 5 um en fonction de la pression appliquée et de la nature de
I’émulsion.

Lumiére

Produit homogénéisé <:| /

Siege

Clapet <:| Produit non

homogénéisé
Produit homogénéisé <:|

Figure 1-15 Représentation du principe de fonctionnement d’un homogénéisateur a haute pression

e Mélangeurs statiques
Ce dispositif permet de mélanger des fluides en continu. L’appareil est constitué d’une
succession d’¢léments fixes placés a I’intérieur d’un tube. La structure particulicre de ces
éléments permet de diviser le flux puis de le recombiner. Les fluides sont mis en circulation a
I’aide de pompes puis mis en contact grace au mouvement radial engendré. Les émulsions
obtenues sont relativement fines, avec une taille de gouttelettes de 1’ordre du micrométre.
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e Dispositif ultrasonore
Les ultrasons sont produits par la vibration d’une surface plane a une fréquence particuliere.
En présence de ces ondes sonores, des instabilités a 1’interface liquide-liquide vont se
produire et conduire a la formation de gouttelettes. De plus, des bulles de cavitation seront
formées et subiront des cycles de contractions-dilations permettant ainsi de casser ces
gouttelettes et d’affiner leur taille au fur et & mesure du processus.

e Dispositifs a membranes
Il existe de nombreux procédés d’émulsification par membrane. Le plus courant est le procédé
a courants croisés. La phase dispersée est mise en contact avec la phase continue d’une
manic¢re forcée, en la faisant passer au travers d’une membrane de microfiltration ou
d’ultrafiltration. Les gouttelettes formées a la sortie de la membrane seront alors détachées par
écoulement de la phase continue et stabilisées par des tensioactifs présents dans cette phase.

e Autres
D’autres procédés d’émulsification existent mais ne seront pas détaillés dans ce document. I
s’agit de I’émulsification par secousses, par jet ou injection, par condensation, par dispersion
électrique ou encore de 1I’émulsification spontanée [124].

1.2.3.1.3. Mécanismes de déstabilisation

Les émulsions sont des systéemes qui ne sont pas dans leur état thermodynamique stable. Au
cours du temps, une émulsion évolue vers la démixtion des phases polaire et apolaire non
miscibles. Les principaux mécanismes de déstabilisation (Figure 1-16) sont décrits ci-
dessous.

Coalescence [

Milrissement
Floculation d’Ostwald
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Figure 1-16 Représentation schématique des mecanismes de déstabilisation d'émulsion
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e Mirissement d’Ostwald

Selon la technique d’homogénéisation utilisée pour produire I’émulsion, la distribution de
tailles des gouttelettes peut étre plus au moins monodisperse. Si I’émulsion est constituée de
gouttelettes de différentes tailles, il existera une différence de potentiel chimique a I’ intérieur
de ces gouttelettes, créant ainsi une difference de pression, appelée surpression de Laplace.
Pour atteindre I’équilibre thermodynamique, le systéme cherchera a diminuer cette différence
de pression par un flux de matiere, des petites gouttelettes vers les plus grosses par un
phénomene appelé mirissement d’Ostwald [116,125].

e Floculation
Le phénomene de floculation correspond au regroupement de gouttelettes pour former un
réseau. Ces gouttelettes étant animées d’un mouvement brownien, des chocs peuvent avoir
lieu. Si les forces d’adhésion surpassent I’agitation thermique, des associations peuvent Se
produire. On distingue quatre types de floculation :
- Floculation par interaction de Lifshitz-Van der Waals [126] ;
- Floculation par déplétion induite par la présence de micelles ou de polymeéres dans
la phase continue [127] ;
- Floculation par pontage provoquée par 1’adsorption de polymeéres de hauts poids
moléculaires [128] ;
- Floculation par coalescence partielle ayant lieu pour des émulsions H/E dont les
gouttelettes de phase grasse sont partiellement cristallisées (présence de cires, par
exemple) [129].

e Sédimentation et crémage
Ces deux phénomeénes sont regroupés dans la méme partie car ils dépendent tous les deux du
méme facteur, le champ de pesanteur terrestre. Deux cas de figure peuvent se présenter:

- Les gouttelettes sont plus denses que la phase continue. Elles auront donc tendance
a s’accumuler dans la partie inférieure du récipient pour former un culot de
sédimentation. Ce phénomeéne de sédimentation se produit pour les émulsions
E/H ;

- Les gouttelettes de phase dispersée sont moins denses que le milieu dispersant.
L’effet de la pesanteur induira donc une accumulation dans la partie supérieure
pour former une collerette de crémage. Le phénoméne de crémage est visible dans
les émulsions H/E.

Ces phénomeénes de déstabilisation peuvent étre réversibles au moyen d’une agitation douce
s’ils n’ont pas encore atteint le stade de floculation qui compliquera la redispersion.
La vitesse de déeplacement des gouttelettes étant dépendante de la viscosité de la phase
continue, 1’utilisation d’un agent de texture pourra ralentir ces phénomeénes. De plus, la taille
des gouttelettes étant proportionnelle a leur vitesse de migration, une émulsion comportant
des éléments dispersés de plus petites tailles sera moins sensible a ces phénomeénes.

e Coalescence
La coalescence est considérée comme le stade de déstabilisation ultime des émulsions. Son
mécanisme est ’inverse de 1’étape de dispersion. En effet, des gouttelettes vont fusionner
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progressivement, aboutissant a un retour au systéme diphasique initial. Le phénoméne de
coalescence se produit en trois étapes successives [116] :
- Sous I’effet de différents facteurs (mouvement brownien, action de la pesanteur),
des gouttelettes vont se rapprocher. Un film mince va alors se créer entre elles ;
- En réponse a une succion venue des bords du film et a la pression exercée sur les
gouttelettes, le film va s’amincir progressivement ;
- Afin de minimiser la tension interfaciale, une relaxation de forme va s’opérer sur
les gouttelettes qui finiront par fusionner en une gouttelette de plus grande taille
par rupture du film.

Dans le cadre de cette étude, une étape de formulation d’émulsion a généralement été
nécessaire a la production des particules et 1’encapsulation des huiles végétales riches en
AGPI. Ainsi, la prochaine partie de ce manuscrit décrit différents procédes permettant
d’encapsuler des maticres actives hydrophobes a partir d’émulsions ou d’autres types de
systeme.

1.2.3.2.  Procédés d’encapsulation

Il existe de nombreuses classifications des technologies de microencapsulation [46]. Elles
peuvent étre basées sur la nature du solvant utilisé, le colt énergétique ou encore les
applications industrielles. Une des classifications les plus courantes consiste a diviser ces
technologies selon la nature du procédé mis en jeu (Tableau 1-3).

En raison de leur utilisation pour ce projet, le s€chage par atomisation et I’encapsulation par
gélification ionotropique seront détaillés de facon plus approfondie. D’autres procédés de
microencapsulation couramment utilisés pour D’encapsulation de matieres actives
hydrophobes seront ensuite décrits de facon plus succincte.

Tableau 1-3 Classification des procédés de microencapsulation

Procédés physico-chimiques Procédés physico-mécaniques Procédés chimiques
Coacervation (simple ou Séchage par atomisation (spray- Polymérisation interfaciale
complexe) drying)
Polymérisation en milieu
Evaporation/extraction de solvant Lyophilisation (freeze-drying) dispersé
Solidification thermique Enrobage en lit fluidisé
Gélification de gouttes (Co) Extrusion

Utilisation de fluides supercritiques
Déposition couche par couche

Déposition par disque rotatif

33



Chapitre 1. Etude bibliographique

1.2.3.2.1. Séchage par atomisation (spray-drying)

Le séchage par atomisation, également appelé spray-drying, est un procédé continu permettant
de transformer une formulation liquide initiale en une forme microparticulaire séche. Il s’agit
du procédé de microencapsulation le plus utilisé par ’industrie alimentaire en raison de sa
simplicité, de son faible colt, de sa maitrise industrielle et de son efficacité [46,130,131]
(Figure 1-17).

Gaz de pulvérisation

Gaz de séchage (froid)
Gaz de séchage (chaud)

Solution & nébuli .
olution a nebuliser Produit

Buse de pulvérisation Systéme de chauffe

Pompe péristaltique

Chambre de séchage

Cyclone

Ballon séparateur Filtre

Produit final

Collecteur de produit

Figure 1-17 Représentation schématique d’un appareillage de séchage par atomisation

a) Etapes du procédé

Le procédé de séchage par atomisation se divise en 4 étapes séquentielles : I’atomisation de la
formulation liquide, la mise en contact de 1’aérosol et du gaz de séchage, 1’évaporation du
solvant et la separation du produit final.

1) Atomisation de la solution

L’atomisation est la premicre transformation que subit la solution durant ce procédé. Cette
étape permet de transformer la formulation liquide initiale en un aérosol. Ce phénomene va
entrainer I’augmentation de la surface de contact entre le solvant et le milieu de séchage,
diminuant ainsi la résistance au transfert du solvant des gouttes vers le milieu environnant.
L’atomisation est une étape cruciale de ce procédé car elle impacte le volume, la distribution
de tailles des gouttes et donc la forme et la taille des particules et les propriétés du produit
final. L’appareillage comporte une chambre de dessiccation ou chambre de séchage, au
sommet de laquelle la formulation liquide initiale est nébulisée a 1’aide d’une buse de
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pulvérisation. Le type de buse sélectionnée va impacter la qualité du produit final,
I’uniformité des gouttes et 1’homogénéité du spray [130]. Il existe différents systéemes de
pulveérisation pour le séchage par atomisation : buse sous pression, buse de pulveérisation
bi-fluide, disque tournant et buse ultrasonore.

Les pulvérisations réalisées pour les essais laboratoire de cette étude ont été effectuées sur une
buse bi-fluide. Le principe de fonctionnement de ce type de buse repose sur I’impact d’un gaz
de séchage a vitesse accélérée sur une formulation liquide. L’application d’un gaz comprimé
entraine un phénomeéne de cisaillement, transformant le liquide en fines gouttes. La taille
moyenne des gouttes est directement proportionnelle au débit de pompage et a la viscosité et
inversement proportionnelle a la pression d’atomisation [132].

2) Mise en contact de 1’aérosol et du gaz de séchage

Une fois le liquide transformé en fines gouttes, I’étape suivante consiste a mettre en contact
I’aérosol nouvellement formé avec un gaz chauffé. Cette étape va induire 1’évaporation du
solvant a la surface des gouttes de facon homogene. Ici, le parametre critique est le maintien
d’un flux de gaz homogéne dans toute la chambre de séchage. Généralement, les gouttes
entrent en contact avec le gaz dans la chambre de séchage, que ce soit pour une configuration
a co-courant ou a contre-courant (Figure 1-18). Dans le cas de la configuration co-courant, la
solution a sécher et le gaz arrivent dans la chambre de séchage selon la méme direction. De
cette maniere, la température des gouttes reste faible en raison d’une vitesse d’évaporation
élevée. Ce systeme est particulierement adapté aux produits sensibles aux augmentations de
température. En ce qui concerne la configuration contre-courant, la solution et le gaz sont
introduits aux extrémités opposées de la chambre de séchage. La température du produit sera
donc plus élevée. Cette configuration est donc plus adaptée aux matieres actives possédant
une bonne résistance thermique.

Gaz de séchage (froid)
Gaz de séchage (chaud)
Produit

Figure 1-18 Représentation schématique des configurations co-courant (A) et contre-courant (B)
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3) Evaporation du solvant

Cette étape peut étre divisée en plusieurs phases, caractérisées par la température et la
morphologie des gouttes d’aérosol lors du séchage (Figure 1-19). Initialement, lorsque la
goutte est soumise a un flux de gaz chaud, une évaporation rapide du solvant se produit. La
température de la goutte passe donc de sa température initiale (To) a une température
d’évaporation a 1’équilibre. Durant cette période, la cinétique d’évaporation du solvant est
constante (AB). Ensuite, la surface de la goutte devient saturée en eau, stabilisant ainsi sa
température. Cette température correspond a la température de bulbe humide, ou « wet bulb
temperature » (Twy) (BC). Dans ce cas, la Tws peut étre définie comme la température du gaz
de séchage lorsqu’il est saturé en vapeur de liquide [133]. C’est durant cette phase que la taille
de la goutte va diminuer. Lorsque la matieére séche contenue dans la goutte atteint une
concentration supérieure a la concentration saturante, elle forme une crodte séche a la surface
de la goutte. Une fois la croite formée, la cinétique d’évaporation devient dépendante de la
cinétique de diffusion de la vapeur de solvant au travers de la crolte. C’est durant cette étape
que la particule recommence a chauffer (CD). Cependant, durant cette étape, la goutte se
trouve au niveau le plus froid de la chambre de séchage, proche du capteur de température de
sortie. Par conséquent, les gouttes ne seront jamais chauffées au-dela de la température de
sortie. Durant cette phase, un phénoméne peut se produire : il s’agit du développement de
bulles d’air au sein de la goutte. En effet, lorsque la pression partielle de vapeur au centre de
la goutte excede la pression ambiante, des bulles d’air peuvent se former. Enfin, lorsque la
quantité restante de solvant est trés faible, 1’énergie nécessaire a son évaporation devient trés
importante, entrainant ainsi la stabilisation de la température des particules (DE). Une fois la
totalité du solvant évaporé, la température de la particule augmentera jusqu’a atteindre la
température du gaz de séchage (EF).

@000 O

Gas temperature ----------------

Droplet center temperature

B i b Wet bulb temperature

Time

Figure 1-19 Diagramme représentant les variations de température d'une goutte et ses représentations
schématiques durant les différentes phases de séchage [91]
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4) Récupération du produit final

Lorsque la conversion des gouttes en particules est effectuée, il est nécessaire de récupérer le
produit final. Pour cela, les particules séches doivent étre séparées du gaz de séchage. A
I’échelle industrielle, cette étape s’effectue en deux temps. La séparation primaire consiste a
récupérer les particules les plus denses a la base de la chambre de séchage ayant une forme
conique prévue a cet effet [131]. Lors de la séparation secondaire, les particules les plus fines
sont transferées vers des équipements secondaires. Les collecteurs de particules seches les
plus courants sont le cyclone et le filtre & manches.

Comme illustré sur la Figure 1-17, le cyclone est composé d’un tronc cylindrique dans sa
partie supérieure et d’une partie conique a sa base. Dans un premier temps, le flux d’air
provenant de la chambre de séchage et contenant les particules seches arrive de fagon
tangentielle a I’entrée du cyclone. En descendant dans le cyclone, un premier vortex se forme.
Sa haute vitesse crée une force centrifuge sur les particules entrainant leur séparation du flux
de gaz. Lorsque le gaz arrive au niveau de la partie conique du cyclone, un nouveau vortex se
crée dans la direction opposée au premier. Ceci a pour conséquence I’expulsion du gaz
humide et des plus fines particules vers la partie supérieure du cyclone, en direction du filtre,
tandis que les particules tomberont a la base de la partie conique.

Le filtre a manches est constitué d’une structure de base métallique dont la morphologie est
étudiée pour effectuer des opérations continues et un nettoyage automatique. Il est recouvert
d’un filtre en tissu. Le flux chargé en particules entre dans le dispositif par un phénomene
d’aspiration ou de pression. En passant par le filtre en tissu, les particules sont retenues a sa
surface. Le gaz seul est alors expulsé a la sortie du filtre. Les particules accumulées sont alors
récupérées par des pulsions d’air comprimé a contre-courant [134].

b) Propriétés du produit final

Dans le cas du séchage par atomisation, la qualité du produit final, notamment son taux
d’humidité, sa distribution de tailles et sa morphologie, dépendra trés fortement des
conditions opératoires appliquées. Les meilleures conditions de séchage seront celles
permettant d’évaporer efficacement le solvant sans détériorer la matiére active et facilitant la
pulvérisation [135]. Les différents parameétres du procédé et leur influence sur le produit final
sont listés ci-dessous :

- Pression d’atomisation lors de la transformation de la formulation liquide en
aerosol : pour des conditions d’atomisation similaires, une augmentation de la
pression entrainera une diminution de la taille des gouttes [136] ;

- Débit du flux d’alimentation de la solution & nébuliser : pour des conditions
d’atomisation similaires, une augmentation du débit de pompage entrainera une
augmentation de la taille des goulttes ;

- Température d’entrée du gaz de séchage : la température de séchage doit étre
suffisamment haute pour faciliter la formation de la crodte et la bonne évaporation
du solvant mais pas trop élevée afin d’éviter la dégradation de la matiére active
pouvant étre thermosensible ;

37



Chapitre 1. Etude bibliographique

- Débit du gaz de séchage : un débit élevé améliorera I’efficacité de séparation du
produit final dans le cyclone mais aura aussi pour conséquence d’augmenter le
mouvement des particules dans la chambre de séchage et donc de diminuer le
temps d’interaction avec le gaz.

La taille moyenne des microparticules obtenues en spray-drying est typiquement comprise
entre 1 et 50 pum, pour un séchage a co-courant. Le séchage a contre-courant permet d’obtenir
des microparticules de taille plus élevée, comprise entre 50 et 200 um, correspondant a des
agrégats de plus petites particules. Leur morphologie est de type microsphére, de forme
généralement sphérique et pouvant présenter des irrégularités par la présence de défauts ou de
déformations. La distribution de tailles est large [137].

Le procédé de séchage par atomisation est facilement industrialisable, malgré la nécessité de
prendre en compte certains facteurs de transposition d’échelle du laboratoire a la production.
Il s’agit de facteurs liés a la formulation tels que la concentration en matiere seéche ou la
viscosité de la formulation initiale, mais également des parameétres du procédé tels que la
température d’entrée d’air ou le débit de pompage, passant de quelques millilitres par minute
a I’échelle du laboratoire a plusieurs litres par minute pour la production industrielle. Ces
facteurs vont avoir une influence sur les caractéristiques des microparticules (morphologie,
distribution de tailles, taux d’encapsulation) mais également sur le rendement de production
[46]. Ce procédé est également rentable. En effet, le rendement de production (rapport entre la
masse de microparticules recueillies et la masse de matiere séche dans la formulation initiale)
est généralement élevé, les principales pertes provenant de 1’adhésion des microparticules sur
les parois de l’appareillage. De plus, en raison de 1’évaporation rapide du solvant, la
température des gouttes d’aérosol reste nettement inférieure a la température d’entrée d’air.
Pour cette raison, cette technique peut aussi bien s’appliquer a I’encapsulation de matieres
actives thermostables qu’a 1’encapsulation de matiéres thermolabiles. Ainsi, le séchage par
atomisation est tres utilisé pour la production de poudres alimentaires.

c) Application a I’encapsulation de matiéres actives hydrophobes destinées a des
applications alimentaires

e Huiles essentielles
Certaines huiles essentielles présentent des propriétés gustatives, antioxydantes et
antimicrobiennes intéressantes. L’encapsulation de ces composés volatiles les protéege de
I’oxydation, de la lumiére et de la chaleur. Le séchage par atomisation est le procedé le plus
utilisé pour 1’encapsulation de ces matiéres actives [138]. En effet, son utilisation a
notamment permis d’obtenir des huiles essentielles de romarin [139], d’origan [140] ou de
gingembre [141] sous forme de microparticules.

e Vitamines
L’encapsulation de ces composés permet de s’affranchir de facteurs limitants liés a leur
solubilité, leur stabilité et leur biodisponibilité. Le séchage par atomisation a notamment été
utilisé pour encapsuler de la vitamine B12 dans des matrices de chitosane et d’alginate de
sodium. Des laits en poudre enrichis en vitamines ont également été produits en utilisant des
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matieres enrobantes composées d’un mélange de gomme arabique, de maltodextrine et
d’amidon modifié [142].

e Huiles riches en AGPI
Les huiles riches en AGPI possedent des qualités nutritionnelles tres intéressantes (voir
section 1.1.1), elles sont donc tres prisées par les industries alimentaire et pharmaceutique.
Cependant, la nature des AG qui les constituent les rendent sensibles a 1’oxydation et aux
dégradations thermiques. Dans ce contexte, des poudres contenant des huiles riches en AGPI

et obtenues par séchage par atomisation sont apparues sur le marché (Tableau 1-4).

Tableau 1-4 Produits commerciaux obtenus par séchage par atomisation d'huiles riches en AGPI

Société Produit Matiére active Matrice enrobante Source
Arjuna Natural Omega-3 Powder Huile de poisson i arjunanatural.com
Ltd ZP
BASE Dry n-3® omega-3 Huile de poisson Sucrose, amidon products.basf.com
powders
. . Amidon de mais,
DSM MEG-3® Huile de poisson i meg-3.com
geélatine, sucrose
Evonik AvailOom® - - healthcare.evonik.com
Novotech Huile de poisson
Nutraceuticals NovoOmega® Huile d’algues - novotechnutra.com
Inc. Huile de lin
n - Lipi . . ir | ,
Stepa CHP d Clarinol® Huile de carthame Sirop de;_g ucose stepan.com
nutrition caséinate
Socius
. Nu-Mega . . Produits de la réaction - .
Ingredients . g Huile de poisson . sociusingredients.com
Driphorm® de Maillard
LLC
. Amidon modifié, sirop
The Wright . . . L ;
Groupg Supercoat Omega-3  Huile de poisson de mais, protéines de thewrightgroup.net

lait, gomme arabique

D’autres procédés d’encapsulation permettent également de protéger des maticreS actives
lipophiles sensibles.

1.2.3.2.2. Encapsulation par gélification ionotropique

L’encapsulation par gélification ionotropique consiste a utiliser un composé capable de
former des hydrogels en présence d’ions divalents pour former la matiere enrobante. Le
procédé le plus courant est la gélification par 1’alginate de sodium. En effet, I’alginate de
sodium est couramment utilisé pour sa bonne résistance mécanique et la stabilité des gels
qu’elle forme (voir section 1.2.2.2 sur les alginates). Dans ce cas, des ions divalents sont
utilisés (il s’agit généralement d’ions Ca?* en raison de leur non-toxicité comparativement aux
autres ions divalents) afin de s’associer aux blocs G de 1’alginate de sodium pour former une
structure de type « boite a ceufs » (« egg-box »). La production de particules par gélification
d’alginate de sodium comprend généralement deux grandes étapes. La premiere étape consiste
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a disperser la solution contenant 1’alginate de sodium ou les ions Ca?*. Il existe une multitude
de techniques permettant d’effectuer ces dispersions. La deuxiéme étape est la gélification de
I’alginate de sodium. Cette gélification peut se produire selon quatre mécanismes principaux
qui sont les gélifications externe, inverse, interne, et interfaciale. Dans le cadre de ce projet,
les gélifications externe et inverse ont été utilisées et seront décrites dans cette partie
(Figure 1-20).

s S s 7 T s ;I N 7
El Ion Ca* I:l Matiere active Chaine d’alginate F Matrice d’hydrogel

Figure 1-20 Mécanismes de gélification externe (A) et inverse (B) pour la fabrication de billes
d'alginate

La gélification externe est le mécanisme le plus couramment utilisé (A). Dans ce cas, des
gouttes contenant la matiére active et la solution d’alginate sont plongées dans un bain
contenant des ions Ca2*. Ces ions vont alors réticuler avec les chaines d’alginate situées en
périphérie. Cette premiére étape va créer une membrane semi-solide enrobant un coeur encore
liquide. Les ions Ca?* vont ensuite diffuser a travers les interstices pour initier la gélification a
I’intérieur de la goutte. Le produit final obtenu se présentera sous la forme d’une bille
d’alginate a I’intérieur de laquelle la matiére active sera enrobée de facon aléatoire entre les
chaines réticulées d’alginate.

Dans le cas de la gélification inverse (B), une solution contenant la matiére active et les ions
Ca?* est plongée au goutte-a-goutte dans un bain de solution d’alginate. Lors du contact de la
goutte avec le bain, les ions Ca?* vont diffuser en périphérie de la goutte, et réticuler avec les
chaines d’alginate situées a l’interface entre la goutte et le bain. Le procédé se poursuit
jusqu’a épuisement du stock d’ions divalents. Les billes obtenues sont ainsi constituées d’un
ceeur liquide entouré d’une membrane semi-perméable d’hydrogel d’alginate [143].

En fonction du procédé utilisé, les billes d’alginate pourront prendre différentes
morphologies. Les morphologies les plus classiques sont les structures de type « sphére »,
possédant un diametre supérieur a 1 mm. On parlera de capsules lorsqu’elles sont constituees
d’une membrane continue d’alginate réticulé entourant un cceur liquide contenant la maticre
active. Ce type de morphologie est notamment obtenu par co-extrusion (voir
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section 1.2.3.2.5). La taille moyenne des billes est déterminée par le diamétre de ’orifice au
travers duquel les gouttes sont extrudées, de la viscosité et de la concentration de la solution
d’alginate. L’utilisation d’une buse avec un large orifice et la formulation d’une solution
visqueuse vont conduire a 1’obtention de billes de grand diamétre [130]. Une augmentation de
la concentration en alginate conduit a des billes de forme plus sphériqgue mais rend la
préparation des solutions plus difficile en raison de I’augmentation du temps de solubilité
[131]. La technique utilisée pour former les gouttes aura également une influence sur la taille
de ces derniéres. Par exemple, I’utilisation ou non d’un systéme permettant de rompre le flux
de solution a réticuler, le débit de la pompe permettant d’introduire la solution dans la buse ou
encore la distance entre 1’orifice et le bain contenant les ions seront autant de parametres a
prendre en compte [78]. Le mécanisme de gélification d’alginate de sodium est utilisé dans de
nombreux secteurs industriels pour 1’encapsulation de cellules biologiques, de principes actifs
pharmaceutiques, d’enzymes, de composés alimentaires, de composés volatils ou encore de
catalyseurs [143].

1.2.3.2.3. Lyophilisation (freeze-drying)

La lyophilisation est une opération de déshydratation a basse température qui consiste a
éliminer, par sublimation, la majeure partic de 1’eau contenue dans un produit initialement
congelé [49]. Ce procédé est réalisé en trois grandes étapes. La premiere étape, appelée
congélation, consiste a refroidir 1’échantillon a faible température afin d’y former des cristaux
de glace. L’enceinte dans laquelle se situe 1’échantillon est ensuite mise sous vide et les
cristaux sont sublimés en vapeur d’eau lors d’un séchage primaire [144]. Le reste d’eau
emprisonné dans la matrice sera ensuite réduit par désorption lors du séchage secondaire. La
lyophilisation est un procédé particulierement adapté pour 1’encapsulation de molécules
thermosensibles et instables en solution aqueuse. Quelques études ont exploré 1’utilisation de
la lyophilisation pour 1’encapsulation de composés riches en AGPI [145,146,147,148].
Généralement, les microparticules obtenues par lyophilisation sont plus poreuses que les
produits issus du sechage par atomisation [146]. Cette structure poreuse est formée lors de la
sublimation des cristaux de glace. A 1’échelle industrielle, la limitation de ce procédé porte
principalement sur ses cofits d’investissement et de fonctionnement. En effet, la durée de
I’opération (de quelques heures a plusieurs jours), la mise sous vide, le fonctionnement
discontinu et la descente en temperature sont autant de facteurs augmentant le colt du procéde
[149]. A titre de comparaison, le colt de fonctionnement est en moyenne cinquante fois plus
élevé que celui du séchage par atomisation [49].

1.2.3.2.4. Enrobage en lit fluidisé

Le procédé d’enrobage en lit fluidisé consiste a réaliser un enrobage continu sur la surface de
particules afin de produire des microcapsules. Il s’applique majoritairement a 1’encapsulation
des matiéres actives présentes sous forme solide (granulés, cristaux). Des matiéres liquides
peuvent néanmoins étre incorporées par absorption sur des supports solides poreux. Le
procédé se déroule de fagon cyclique en trois temps. La poudre de matiere active est d’abord
fluidisée. La matiére enrobante est alors pulvérisée sur cette poudre grace a une buse de
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pulveérisation soit par le haut (mode « top spray ») comme représenté a la Figure 1-21, soit
par le bas (mode «bottom spray »), ou avec 1’aide d’un disque rotationnel (« tangential
spray »). Aprés contact entre la microparticule de matiére active et la gouttelette de matiére
enrobante, cette derniére mouille et s’étale sur la microparticule. Enfin la poudre est sechee
par évaporation du solvant afin de former un film continu autour de la matiere active
[150,151,152].

Filtre

Buse de pulvérisation

Solution de matiéres enrobantes

Particules fluidisées

Air froid
Air chaud

Systéme de chauffe

Pompe péristaltique

Figure 1-21 Représentation schématique d’un appareil d’enrobage en lit fluidisé de type « top spray »

Les particules obtenues sont de type microcapsule. 1l s’agit de structures réservoirs ou la
maticre active est simplement recouverte d’une ou plusieurs couche(s) de matiére enrobante.
Procédé cotiteux, I’enrobage en lit fluidisé est essentiellement utilisé pour la fabrication de
produits a forte valeur ajoutée. Cependant, I’apparition récente de lits fluidisés a
fonctionnement continu a permis de réduire les colts de production [49]. Dans le secteur
alimentaire, I’enrobage en lit fluidisé est couramment utilisé pour ajouter une couche
d’enrobage supplémentaire ou entrainer une agglomération sur des matieres actives
préalablement microencapsulées par séchage par atomisation [153]. La technique d’enrobage
en lit fluidisé présente deux limitations principales dues a la morphologie initiale des
particules a enrober. Tout d’abord, la taille des particules doit étre géneralement supérieure a
100 pm afin d’éviter leur agglomération lors de 1’enrobage et la réduction du rendement par
entrainement des fines particules dans le filtre. De plus, la distribution de tailles doit étre
étroite afin d’assurer un enrobage homogéne [46].

1.2.3.2.5. Extrusion et co-extrusion

Le procédé d’extrusion consiste & disperser une matiére active dans une substance matricielle
puis a extruder sous haute pression le mélange dans un milieu ou la matrice se solidifie. La
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co-extrusion est un type d’extrusion et repose sur I’utilisation de buses présentant des orifices
concentriques (Figure 1-22).

Matiere enrobante

Matiére active

Solidification

Figure 1-22 Représentation schématique du procédé de co-extrusion

La mati¢re enrobante circule dans I’orifice extérieur et la matiére active dans 1’orifice interne.
A la sortie de la buse, des gouttes constituées d’un cceur de matiere active entouré d’une
couche de matiére enrobante seront formées, généralement par 1’action de vibrations, et
tomberont dans un milieu ou la matiere enrobante pourra se solidifier, par réticulation,
refroidissement ou évaporation de solvant. Généralement, cette technologie permet d’obtenir
des particules de plusieurs centaines de microns. L’utilisation de ce type de procédé est
majoritairement destinée a 1’encapsulation de composés volatils et instables, comme les
arbmes. Les matériaux enrobants principalement utilisés en extrusion sont des cires ou des
matrices de polysaccharide dans leur état vitreux. Cela permet de créer une barriere semi-
imperméable a ’oxygene et donc d’augmenter significativement la durée de vie des composés
sensibles. Les particules obtenues par extrusion sont moins poreuses que celles obtenues par
séchage par atomisation, mais le colt de production est également deux fois plus important en
raison de la faible capacité de chargement des microcapsules en matiére active [47,50,154].

1.2.3.2.6. Coacervation

La coacervation est définie comme la précipitation d’un ou plusieurs polymeére(s) par un
phénomene de séparation de phase. Lorsque la précipitation fait intervenir un seul polymere,
on parle de coacervation simple. Lorsqu’elle se fait sur au moins deux polymeres, on parle de
coacervation complexe. La phase riche en polymére sera appelée coacervat et la phase riche
en solvant sera appelée surnageant. Si, dans le méme temps, une matiére active est dispersée
sous forme de gouttelettes dans le surnageant, un changement approprié des conditions du
milieu pourra entrainer I’encapsulation de cette matiere active par le coacervat. D’une facon
générale, le procedé de coacervation se déroule en quatre étapes (Figure 1-23). Dans un
premier temps, la matiere active est dispersée dans une solution contenant la ou les matiére(s)
enrobante(s) (A). L’initiation de la coacervation est provoquée par un changement des
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conditions physico-chimiques du milieu (pH, salinité, température), par I’addition d’un non-
solvant ou d’un polymére incompatible (B). Dans le cas de la coacervation complexe, la
désolvatation a lieu entre deux polyeélectrolytes de charges opposées par modification du pH
du milieu. Les particules de coacervat viennent alors s’adsorber a la surface de la matiére
active pour former un enrobage continu (C). Enfin, la derniére étape correspond a la
consolidation de 1’enrobage par réticulation (D).

Les particules obtenues sont de type microcapsule dont la taille peut varier de quelques
micrométres a quelques centaines de micrometres en fonction de la taille des gouttelettes de
matiere active. La coacervation est utilisée par les industries pharmaceutique et alimentaire
pour I’encapsulation de composés hydrophobes et dans I’industric cosmétique pour
I’encapsulation de parfums. La limitation principale de ce procédé repose sur le choix des
matieres enrobantes : il doit s’agir de polyélectrolytes de charges opposées et I’utilisation de
la gélatine comme polycation est pratiquement incontournable en raison de ses propriétés
gélifiantes [46,50,90,152,155].

A B C D

Figure 1-23 Représentation schématique des étapes de la microencapsulation par coacervation

1.2.3.2.7. Evaporation/extraction de solvant

La microencapsulation par évaporation/extraction de solvant consiste a évaporer la phase
interne d’une émulsion sous agitation. Elle se déroule en quatre étapes successives
(Figure 1-24). Tout d’abord, la matiére active est solubilisée ou dispersée dans un solvant
organique contenant la matiére enrobante (A). Ensuite, la phase organique est émulsifiée dans
une phase continue, généralement aqueuse (B). L’évaporation du solvant se produit ensuite
par augmentation de la température du milieu, par application d’une pression réduite ou par
extraction en ajoutant un troisieme liquide miscible dans le solvant organique et 1’eau et
induisant la précipitation du polymere enrobant (C). Enfin, les microparticules sont rincées,
solidifiées et séchées (D).

La taille des microparticules varie généralement entre 0,5 et 200 um et dépendra de différents
paramétres tels que la vitesse d’agitation lors de 1’émulsification ou de la viscosité des phases
en présence. Ce procédé est principalement utilisé par 1’industrie pharmaceutique. Il est facile
a mettre en ceuvre car il ne demande pas d’équipement sophistiqué. Toutefois, les solvants
organiques a évaporer, bien qu’en faibles quantités, doivent étre recyclés au stade industriel.
La principale limitation de ce procédé est qu’il ne s’applique qu’a I’encapsulation de maticres
actives lipophiles [46,156].
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A B C D

Figure 1-24 Schéma des étapes principales du procédé de microencapsulation par
extraction/évaporation de solvant

1.2.3.2.8. Polymérisation interfaciale

La microencapsulation par polymérisation est définie comme la polymérisation de
monomeres autour de gouttelettes dispersées contenant une matiére active pour former une
membrane solide autour de celles-ci. Elle est divisée en deux sous-catégories. D’un coté, la
polymérisation in situ ou les monomeres sont ajoutes a la phase continue et, de 1’autre c6té, la
polymérisation interfaciale ou 1’'un des monomeres est solubilisé¢ dans la phase continue et
I’autre dans la phase dispersée. Comme son nom I’indique, la réaction de polymérisation
interfaciale a lieu a I’interface entre les deux phases en présence. Le procédé de
microencapsulation par polymérisation interfaciale se déroule en quatre étapes (Figure 1-25).
La premicre est I’étape de formation de I’émulsion. Elle consiste a disperser la phase
contenant la matiere active et le monomeére B dans une phase continue contenant le monomere
A. Cette premiére étape détermine la distribution de tailles des futures microcapsules. La
deuxiéme étape est la formation des microcapsules. Les monomeres de chaque phase
diffusent a I’interface. Leur contact initie la polymérisation et un noyau de polymere de faible
poids moléculaire se crée. Au fur et a mesure de la réaction de polymérisation, ce noyau va
s’agrandir en se déposant a la surface des gouttelettes contenant la matiére active, formant
ainsi une membrane protectrice autour de celles-ci.

La polymérisation interfaciale fait partie des méthodes de microencapsulation les plus
utilisées en raison de la haute résistance et de la bonne stabilité des microparticules produites.
De plus, la perméabilité membranaire peut étre ajustée en sélectionnant des monomeéres ou
des agents réticulants appropriés ainsi qu’en contr6lant la durée de la réaction. En général, les
particules ont un diamétre compris entre 1 et 30 um et une concentration en monomeres
correspondant a 5-15% du poids total de la capsule. Les principaux désavantages de cette
technique sont sa complexité de mise en ceuvre, la lenteur de la réaction de polymérisation, la
survenue possible de réactions parasites ou secondaires pouvant perturber le systeme (entre la
matiere active et les monomeres, par exemple) et I’utilisation de solvants organiques
(cyclohexane, chloroforme, éthylénediamine, dichlorométhane). Les exemples d’applications
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industrielles de cette technique se retrouvent dans le domaine phytosanitaire, pour la
production de microcapsules d’insecticides et de fongicides avec des membranes de polyurée,
ainsi que dans les industries cosmétique et pharmaceutique [46,152,157,158].

A A A

A A B B

B B
BB g [ By [ . )
B B

A A

A A A

Dissolution des monoméres Diftusion des monoméres a Formation de la membrane Formation de la microcapsule
Iinterface primaire par polymérisation

Figure 1-25 Représentation schématique des étapes de la microencapsulation par polymeérisation
interfaciale

I.3. Utilisation des protéines végétales pour ’encapsulation d’huiles végétales par spray-
drying

Dans le cadre de cette étude, en plus du procédé de gélification par 1’alginate de sodium, le
séchage par atomisation a été sélectionné pour réaliser 1’encapsulation d’huiles riches en
AGPI en raison de ses avantages face aux autres procédés (colt, efficacité, non-toxicité,
morphologie des microparticules pouvant étre obtenues). De plus, afin de garantir la sécurité
des poudres produites et de valoriser les sous-produits issus des cultures, des protéines
d’origine végétale ont été utilisées comme agents émulsionnants et matiéres enrobantes. La
partie suivante décrit donc les différentes €tudes ayant portées sur 1’encapsulation d’huiles
végétales riches en AGPI par spray-drying par 1’utilisation de protéines végétales.

1.3.1. Protéines de soja

L’utilisation des protéines de soja comme maticre enrobante pour I’encapsulation d’huiles
vegétales par sechage par atomisation a été étudiée par differents auteurs (Tableau 1-5). Ces
protéines peuvent étre utilisées seules ou associées a des polysaccharides. Les matrices
enrobantes constituées d’un mélange protéines/polysaccharides permettent genéralement une
meilleure protection de la matiére active, notamment contre 1’0xydation [159].

1.3.1.1. Production et caractérisations des émulsions

Dans le cas de I’encapsulation d’huiles végétales par séchage par atomisation, une étape de
production d’émulsion est nécessaire.

Pour cela, la premiére étape consiste a solubiliser au mieux les matieres enrobantes en
solution aqueuse. Le pH de la solution peut donc étre ajusté afin de s’éloigner du pHi des
protéines et ainsi augmenter leur solubilité. Dans le cas des protéines de soja, le pH est
généralement ajusté a 7,0 par I’ajout de NaOH [164,166,168]. Certains auteurs ont également
effectué un traitement aux ultrasons a 80 MHz durant 10 min afin d’augmenter cette solubilité
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[162]. Lorsque les protéines sont utilisées en mélange avec des polysaccharides, différentes
méthodes peuvent étre appliquées pour créer des interactions entre les deux composés. A titre
d’exemple, Gonzélez et al. (2016) [160] ont chauffé un mélange de protéines de soja et de
maltodextrine a 95 °C durant 1 h pour effectuer une réaction de Maillard et ainsi créer des
liaisons covalentes entre les deux matiéres enrobantes.

Tableau 1-5 Utilisation des protéines de soja pour I’encapsulation d’huiles végétales par séchage par

atomisation
Formulation liquide initiale . Conditions de séchage
- Conditions — Référence
Matiére active Matiere d’émulsification Débit de Tintrée Tjortie
enrobante pompage (°C) (°C)
Huile de chia " rowines desojal 14000 yom / 15 min 10% 130 80+1  [160]
maltodextrine
. . Protéines de soja / UT : 10000 rpm /5 min .
Huile de noix maltodextrine HHP™ * 50 MPa 5 mL/min 190 75 [163]
Huile d’olive . .
S Protéines de soja / UT : 7000 rpm .
enrichie en maltodextrine HHP : 40 MPa 6 mL/min 160 85 [164]
COQlo
Huile d’orange  Protéines de soja - - 120  80-84 [165]
. . Protéines de soja / . . . 140 -
Huile de riz amidon de tapioca UT : 10000 rpm / 3 min 2,5 mL/min 160 68-84 [166]
. . . . UT : 8000 rpm / 2 min . 160-
Huile de soja Protéines de soja HHP : 40-80 MPa 6 mL/min 200 80 [161]
Huile de
tournesol / Protéines de soja UT : 16000 rpm /5 min 2-4 kg/h 180 80 [162]

huile de palme

" Disperseur Ultra-Turrax
" Homogénéisateur a haute pression

La deuxiéme étape de préparation de 1’émulsion consiste a disperser 1’huile dans la solution
contenant la ou les matiére(s) enrobante(s) afin de former une émulsion H/E. Pour cela,
différentes techniques d’homogénéisation ont été retrouvées dans la littérature. Les plus
courantes sont les mélanges a 1’Ultra-Turrax (UT) et a I’homogénéisateur a haute pression
(HHP). Ces techniques vont avoir un impact sur la stabilité et la distribution de tailles des
gouttelettes des emulsions formulées. L’énergie supplémentaire apportée par
I’homogénéisateur & haute pression permet ainsi d’obtenir de trés fines gouttelettes
d’émulsions, de taille inférieure au micron [164,168].

1.3.1.2. Production et caractérisations des microparticules séches

Une fois les émulsions formulées, elles sont atomisées pour produire des microparticules
seches. Différents paramétres de séchage pourront alors étre appliqués (Tableau 1-5). En
fonction du type d’appareil utilisé (échelle laboratoire ou pilote), les débits de pompage des
émulsions initiales vont fortement varier. Tavernier et al. (2019) [162] ont utilise un débit de
2 a 4 kg/min pour leur étude d’encapsulation d’huile de tournesol et d’huile de palme a
I’échelle pilote. Concernant les températures de séchage, les variations sont egalement trés
importantes (de 120 a 200 °C), I’essentiel étant de garder une température de sortie inférieure
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a la température de dégradation thermique de la matiéere active. Dans le cas des huiles riches
en AGPI, une température de 90 °C est généralement considérée comme la valeur seuil
au-dela de laquelle la matiére active commencera a se détériorer.

La température d’entrée aura également une influence sur la qualité du produit final,
notamment en terme de taux d’humidité. En effet, on retrouve un taux d’humidité plus
important pour les poudres ayant été séchees a plus faibles températures. En séchant une
émulsion a 120 °C, Kim et Morr (1996) [165] ont obtenu des poudres possedant un taux
d’humidité de 4%. Le séchage a 130 °C de Gonzélez et al. (2016) [160] a permis de récupérer
des poudres avec un taux d’humidité compris entre 3,1 et 3,9%. Enfin, 1’application de
températures de séchage comprises entre 160 et 200 °C par Tang et Li (2013) [161] a conduit
a recueillir des particules possédant des taux d’humidité compris entre 1,09 et 2,93%. Ces
derniers ont attribué ces variations au taux de matiere enrobante utilisé pour leurs différents
échantillons. En effet, les protéines de soja ayant la capacité a créer des liaisons avec les
molécules d’eau, les échantillons en contenant en plus grande quantité sont apparus comme
les plus humides.

Afin d’évaluer [D’efficacit¢ du procédé, certains auteurs ont déterminé [efficacité
d’encapsulation de leur procédé (EE), correspondant au pourcentage d’huile encapsulée a
I’intérieur des microparticules. Pour cela, I’huile a la surface des microparticules doit étre
extraite. Pour réaliser cette extraction, une certaine quantité de poudre est généralement
mélangée avec un solvant apolaire (hexane [166] ou éther de pétrole [161], par exemple) par
agitation douce a I’aide d’un barreau aimanté ou a 1’aide d’un extracteur de Soxhlet. Ensuite,
le mélange est filtré, rincé et évaporé jusqu’a obtenir une masse constante. L’EE est alors
calculée comme suit :

Mpuile totale — Mhuile surface

EE=( )xlOO

Mhuile totale

Avec EE T’efficacité d’encapsulation (%), Mhuile torale 1a quantité d’huile ayant été utilisée initialement pour
produire 1 g de microparticules (g) et Mnuite surface la quantité d’huile libre extraite sur 1 g de microparticules (g)

Tang et Li (2013) [161] ont obtenu des EE comprises entre 33,1 et 51,4%, ce qui est
relativement faible comparé aux 85,7% de Kim et Morr (1996) [165]. lls ont attribué ces
faibles valeurs a la nature de la matiére active. De plus, ils n’ont pas trouvé de corrélation
entre ces valeurs et la température de séchage appliquée. Cette conclusion est en contradiction
avec les résultats observés par Murali et al. (2016) [166] montrant un effet positif de
I’augmentation de la température de séchage sur I’EE. Ils justifient ce résultat par une
accélération de la formation de la crolte et donc une meilleure rétention de I’huile a I’intérieur
des microparticules.

Concernant la distribution de tailles des microparticules, elle dépend principalement de la
viscosité de 1’émulsion initiale et du diametre de la buse d’atomisation. Pour un diametre de
buse de 1 mm, Zhou et al. (2017) [165] ont obtenu une distribution de tailles unimodale
comprise entre 2 et 20 um avec une taille moyenne de 11 pm pour les microparticules
formulées a partir de protéines de soja et d’huile d’orange. Avec un diamétre de buse de
0,5 mm, Tang et Li (2013) [161] ont observé une augmentation de 1’inhomogénéité de la
distribution, avec une taille moyenne comprise entre 2 et 15 um, ainsi qu’une amélioration de
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I’aspect de surface des microparticules en augmentant la proportion de protéines de soja par
rapport a la quantité d’huile de soja. Cet effet pourrait également contribuer a une meilleure
rétention de I'huile a Dintérieur des microparticules, limitant les phénomeénes
d’agglomération.

Les microparticules formulées exclusivement a partir de matrices protéiques présentent
couramment des morphologies de « ballons dégonflés », comme visible sur I’image A de la
Figure 1-26. Ce phénomeéne peut étre limité par 1’addition de polysaccarides dans la
formulation initiale. En effet, Gonzélez et al. (2016) [160] ont observé que le phénomene de
contraction des microparticules avait tendance a diminuer en augmentant le taux de
maltodextrine dans leur mélange de matieres enrobantes avec des microparticules de forme
plus sphérique (images B et C). Cette observation a également été faite par Zhou et al. (2017)
[165] par comparaison des morphologies des microparticules produites a partir de protéines
de soja, de maltodextrine ou d’un mélange de ces deux polyméres.

Figure 1-26 Images obtenues par microscopie électronique de microparticules formulées a partir de

protéines de soja (A), d’un mélange protéines de soja/maltodextrine pour un ratio 1:1 (B) et 1:3 (C)
[160]

Le but de I’encapsulation de matiéres actives sensibles a 1’oxygene étant de les protéger de
cette oxydation, il est important d’évaluer son efficacité. Pour cela, deux méthodes sont
principalement utilisées. Il s’agit de I’analyse sous conditions accélérées au Rancimat et de la
mesure de l’indice de peroxyde. Ces tests peuvent étre réalisés directement aprés la
production de la poudre séche ou par prélevements sur des poudres stockées selon des temps
variables et a différentes températures. L’analyse au Rancimat consiste a chauffer
I’échantillon (généralement autour de 100 °C pour les huiles sensibles) afin d’induire son
oxydation et de produire des composés volatils entrainant une augmentation de la conductivité
de I’eau dans laquelle ils seront injectés et qui Sera mesurée. Cette mesure permet d’obtenir un
temps de stabilité oxydative (IP), également appelé indice de stabilité oxydative (OSI). La
mesure de I’indice de peroxyde, quant a elle, nécessite une premicre étape d’extraction de
I’huile contenue dans les poudres qui peut se faire a 1’aide de différents solvants. La mesure
de l’indice de peroxyde, not¢ PV (ou HPV), et correspondant a des milliéquivalents
d’hydroperoxyde par kilogramme d’huile (meq Oo/kg d’huile), est ensuite effectuée par
détermination spectrophotométrique ou titrage. Gonzélez et al. (2016) [160] ont utilisé ces
deux méthodes pour I’analyse de la stabilité oxydative de poudres formulées a partir de
protéines de soja et de mélanges protéines de soja/maltodextrine pour la protection d’huile de
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chia. Concernant leur analyse au Rancimat, ils ont obtenu des temps d’induction deux a trois
fois supérieurs pour leur huile encapsulée (de 5,96 a 6,40 h) comparativement a I’huile
non-encapsulée (2,40 h), sans différence significative entre les échantillons formulés avec les
différents matériaux d’enrobage. Ils ont également effectué des mesures de PV en stockage a
20 °C et 60% d’humidité relative. 1ls ont obtenu des courbes suivant une cinétique de premier
ordre avec une augmentation plus rapide pour I’huile non-encapsulée que pour les huiles
encapsulées (Figure 1-27). La limite d’acceptabilité du PV pour les huiles végétales étant
fixée a 15 meq Oo/kg d’huile, I’encapsulation de I’huile de chia a permis de retarder son
oxydation de 20 a 30 jours. Ces résultats montrent donc 1’efficacité de 1’encapsulation de
I’huile de chia par les protéines de soja et les mélanges protéines de soja/maltodextrine.

B8R 8 &8 &8

HPV (meq/kg oll)

e &

0 20 40 60 a0 100
Time {days})
——4— Unencapsulated oil SPI (spray-drying)
—<SPI/MD 1:1 (spray-drying) —@—SPI/MD 1:3 (spray-drying)

Figure 1-27 Indices d'hydroperoxyde (HPV) obtenus a différents temps de stockage [160]

1.3.2.  Protéines de pois

L’utilisation des protéines de pois comme matiére enrobante pour 1’encapsulation d’huiles
végétales par spray-drying a été moins étudiée que celle des protéines de soja (Tableau 1-6).
Les études répertoriées dans ce tableau ont utilisé les protéines de pois seules ou associées a
des composes polysaccharidiques (maltodextrine, sirop de glucose) comme éléments
constitutifs des matrices enrobantes.

1.3.2.1. Production et caractérisations des émulsions

Tout comme pour les protéines de soja, une etape de modification du pH peut étre necessaire
pour augmenter la solubilité des protéines avant la formulation de I’émulsion. Zhao et Tang
(2016) [164] ont ajusté a 7,0 le pH d’une solution de protéines de pois et Tam et al. (2016)
[167] a 8,0. Des modifications structurelles des protéines peuvent également étre réalisées
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afin d’améliorer leurs propriétés fonctionnelles. Tam et al. (2016) [167] ont effectué des
hydrolyses enzymatiques sur les protéines de pois en utilisant deux protéases de spécificités
de clivage différentes. Une fois les paramétres de solubilité des protéines optimisés, les
émulsions peuvent étre produites. Les conditions d’émulsification sont également présentées
au Tableau 1-6.

Tableau 1-6 Utilisation des protéines de pois pour 1’encapsulation d’huiles végétales par séchage par
atomisation

Formulation liquide initiale Conditions de séchage

Conditions

. . . Abi ) — Référence
Matiére active  Matiére enrobante ~ d’émulsification ~ Deébitde pompage  Tenree  Teorte

(mL/min) (°C)  (°0O)
Huile d’olive . .
s Protéines de pois / UT : 7000 rpm
enrichie en maltodextrine HHP : 40 MPa 6 160 & [164]
COQlo
Huile de colza hpdrol sées/giro 90 sec - 180 70 [167]
ydroly P HHP: 250 bars
de glucose
UT : 15000 rpm /
Huile de lin Protéines de pois 5 min 15-16 150 80 [168]

HHP : 30000 psi
puis 10000 psi

Aprés I’étape d’émulsification, la stabilit¢ des émulsions a été étudiée en conditions de
stockage. Bajaj et al. (2015) [168] ont étudié trois extraits protéiques de pois de compositions
variables. lls ont obtenu des émulsions visuellement stables au bout de 24 h. Lors de mesures
de distribution de tailles de leurs gouttelettes d’émulsion, ils ont cependant remarqué une
augmentation de la taille moyenne pour certaines emulsions formulées. Zhao et Tang (2016)
[164] n’ont pas obtenu d’émulsions stables avec une augmentation du diamétre moyen de
0,874 a 8,71 um au bout de 24 h. D’un autre c6té, les émulsions stabilisées a partir de
protéines de lait ayant été utilisées comme modéle de comparaison n’ont pas montré de
floculation. Les auteurs ont rapporté ce résultat a la différence de potentiel zéta des deux
émulsions (-30,6 avec les protéines de lait contre -23,3 avec les protéines de pois). En ajoutant
1% d’une molécule tensioactive, le dodécylsulfate de sodium (SDS), I’émulsion formulée
avec les protéines de pois était parfaitement stable, sans changement de taille du diameétre
moyen des gouttelettes (autour de 0,2 pm). Concernant la distribution de tailles des
gouttelettes, Zhao et Tang (2016) [164] ainsi que Bajaj et al. (2015) [168] ont obtenu des
profils bimodaux pour les émulsions a base de protéines de pois.

Les hydrolyses enzymatiques effectuées par Tam et al. (2016) [167] sur les protéines de pois
ont induit une diminution du diametre moyen des gouttelettes avec une amélioration de la
stabilité des émulsions. L’augmentation du degré d’hydrolyse a montré une légeére tendance
de diminution du potentiel zéta, expliqué par la libération de groupes carboxyliques lors de
I’hydrolyse, augmentant ainsi la charge nette négative des peptides. Ainsi, ’augmentation de
la charge a limité les phénomeénes de déstabilisation en raison de répulsions électrostatiques
entre les gouttelettes d’émulsion.
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1.3.2.2. Production et caractérisations des microparticules seches

Les différents paramétres d’atomisation utilisés pour le séchage des émulsions des études
précédemment décrites sont présentés au Tableau 1-6.

Concernant les caractérisations des microparticules produites, Bajaj et al. (2015) [168] ont
effectué¢ des mesures de taux d’humidité et d’activité de 1’eau. Ils n’ont pas trouvé de
différence significative pour les taux d’humidité (compris entre 3,5 et 4,25%) et des activités
de I’eau similaires (égales a 0,18). Ces résultats ont été reliés a des conditions de séchage
identiques pour 1’obtention des trois types de poudres. Tam et al. (2016) [167] ont obtenu de
meilleures EE pour les microparticules produites a partir de protéines hydrolysées
(95,4-95,6%) que pour celles produites avec des protéines de pois natives (94,5%). Les
auteurs ont justifié ce résultat par I’augmentation de la taille de gouttelettes formulée a partir
de protéines natives, entrainant une plus grande quantité d’huile a la surface des poudres lors
du séchage. Enfin, Zhao et Tang (2016) [164] ont observé des EE comprises entre 77 et
88,5% pour leurs différents échantillons. Les différents auteurs ont également observé la
morphologie de leurs microparticules par microscopie électronique et ont trouvé des
particules de forme irréguliére, avec la présence d’agglomérats, expliqué par la floculation
observée de I’émulsion correspondante (Figure 1-28). Cependant, leur surface était lisse.
Bajaj et al. (2015) [168] ont obtenu des particules « contractées » mais sans fissures,
morphologie caractéristique des poudres formulées a partir de matiéres enrobantes protéiques
pures.

ROTD, ST
Date 29 May 2016 ZEIx
Time :1556.05 WD = 85mm Mag= 300KX Time 160110

Figure 1-28 Images obtenues en microscopie électronique de microparticules formulées a partir de
protéines de pois [164]

Tam et al. (2016) [167] ont également mesuré les PV de I’huile de colza encapsulée. Juste
aprés la production des poudres, ils ont observé une augmentation du taux d’hydroperoxyde
par rapport a I’huile non encapsulée (passant de 0 a 2,6 mmol/kg d’huile) et justifiée par une
1égere détérioration de 1’huile lors du procédé. Concernant les tests en stockage, ils ont obtenu
une augmentation plus importante du taux d’hydroperoxyde mesuré pour la poudre formulée a
partir des protéines natives comparativement aux protéines hydrolysées. Ce résultat a été
corrélé aux propriétés fonctionnelles et antioxydantes des protéines sous leur forme
hydroxylée.
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1.3.3. Autres proteines végétales
L’utilisation d’autres protéines végetales a également été étudiée pour 1’encapsulation

d’huiles végétales (Tableau 1-7).

Tableau 1-7 Utilisation de protéines végétales (hors protéines de soja et de pois) pour I'encapsulation
d'huiles végétales par séchage par atomisation

Matiére active Matiére enrobante Référence
Huile de chia Protéines de chia / gomme de chia [169]
Huile de lin Protéines de lin / gomme de lin [170]
Huile de lin Z&ines de malis [147]
Acide linoléique Gliadines de blé / z&ines de mais [171]
Acide linoléique / acide palmitique Gliadines de blé [172]

Parmi ces études, certaines se sont intéressées a 1’utilisation de protéines extraites de céréales.
Il s’agit des gliadines de blé [169,170], fractions protéiques majoritaires du blé (avec le
gluten) et appartenant a la famille des prolamines, ainsi que des zéines de mais [147,170],
appartenant également a la famille des prolamines et possédant des propriétés filmogenes
[173]. On peut également citer les protéines issues des graines oléagineuses avec les protéines
de chia [169] et de lin [170]. Parmi ces études, certaines ont étudié 1’utilisation de complexes
protéine-polysaccharide obtenus par coacervation pour la microencapsulation d’huile végétale
[172,173]. Des complexes a base d’isolats de protéines de chia et de gomme de chia ont été
réalisés par ’encapsulation d’huile de chia [169]. Les microparticules obtenues avec ces
complexes ont montré une augmentation de I’EE (93,9%), une diminution de 1’huile de
surface (2,1%) et une augmentation de la stabilité oxydative (12,8 h) comparativement aux
microparticules formulées a partir des extraits protéiques ou des polysaccharides purs. De
méme, des complexes a base d’isolats de protéines de lin et de gomme de lin ont été utilisés
pour I’encapsulation d’huile de lin [170]. Les microparticules ont été formulées par
spray-drying et freeze-drying. Les résultats ont montré une meilleure EE, une diminution de
la quantité d’huile de surface, une surface plus lisse et une meilleure stabilité oxydative pour
les microparticules obtenues par spray-drying, avec des parametres optimaux atteints pour un
ratio matiere active/matiére enrobante de 1:4 et un chargement d’huile de 20%. Cette
formulation a permis de doubler le temps de stabilité oxydative comparativement a 1’huile
non encapsulée.

Aucune étude n’a porté sur 1’utilisation des protéines de chanvre ou de riz pour effectuer des
encapsulations par séchage par atomisation.

De méme, aucune étude n’a été réalisée sur 1’utilisation de protéines de tournesol pour
I’encapsulation d’huiles végétales. Cependant, une étude a évalué I’efficacité de protéines de
tournesol natives et de protéines ayant subi des modifications structurelles, par hydrolyse
enzymatique et/ou acylation, pour 1’encapsulation d’a-tocophérol par séchage par atomisation
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[174]. Dans le cas des émulsions stabilisées par les protéines de tournesol modifiées, la taille
des gouttelettes était inférieure a celle des emulsions formulées a partir des protéines natives.
Pour les protéines ayant subi une hydrolyse, ce changement a été justifié par la présence de
protéines a chaines plus courtes, augmentant ainsi les propriétés émulsifiantes et la dispersion
de I’a-tocophérol. Pour les protéines acylées, le greffage de chaines hydrophobes a permis
d’augmenter leur caractére amphiphile. Concernant la caractérisation des microparticules, la
nature de la matiere enrobante a montré un impact sur I’EE de 1’a-tocophérol a I’intérieur des
microparticules. L’augmentation du degré d’hydrolyse a entrainé une diminution de I’EE
(passant de 92,6 a 61,8%) en raison de la moins bonne efficacité des petites chaines
protéiques a retenir la matiere active. Cette modification a aussi eu pour conséquence une
augmentation de la quantité d’a-tocophérol a la surface des microparticules et une
agglomération avec une augmentation du diamétre moyen (passant de 6,9 a 27,3 um). En
revanche, I’augmentation du caractére hydrophobe apporté par les acylations a entrainé¢ une
augmentation de I’EE, passant de 97 a 100,8%.

I.4. Conclusion et objectifs de I’étude

Les composés contenant des AGPI sont trés prisés par I’industrie agroalimentaire en raison de
leurs nombreux effets bénéfiques sur la santé. Cependant, la présence d’insaturations sur leurs
chaines aliphatiques les rend sensibles a 1’oxydation et aux dégradations thermiques,
conduisant a la perte de leurs valeurs nutritionnelles, a I’altération de leurs propriétés
organoleptiques et de leur sécurité. Ainsi, I’enjeu est de permettre aux consommateurs de
consommer davantage d’AGPI tout en préservant leurs qualités nutritionnelles durant les
étapes de transformation industrielle, de cuisson et de stockage. L’objectif général du projet
dans lequel s’inscrit cette thése vise donc a proposer différents moyens de consommer ces
huiles tout en préservant leurs propriétés par leur encapsulation dans des matériaux enrobants
d’origine naturelle (protéines, polysaccharides, dérivés polysaccharidiques). Des antioxydants
sélectionnés seront également co-encapsulés afin d’augmenter leur absorption et leur
biodisponibilité. Afin de valoriser les sous-produits de différentes cultures, I’utilisation de
matieres enrobantes et d’antioxydants d’origine végétale sera privilégiée. L’objectif de cette
thése consiste plus particulierement a réaliser les encapsulations des huiles végétales selon les
parametres optimisés, puis d’incorporer des antioxydants dans les formulations. Les
différentes taches destinées a atteindre cet objectif sont d’identifier les différents procédés
d’encapsulation permettant de répondre au cahier des charges, d’identifier les matieres
enrobantes les plus efficaces pour le ralentissement de la peroxydation des huiles encapsulées,
de produire les microparticules et de les caractériser en termes de conservation, d’efficacité
d’encapsulation, de morphologie et de stabilité oxydative.

Afin d’apporter des éléments de théorie nécessaires a la compréhension de cette étude, trois
parties ont éte développées dans ce chapitre bibliographique. La premiére partie est consacréee
a la description des AGPI et plus particulierement a leurs bienfaits sur la santé, aux risques
d’oxydation liés a leur structure et au réle des molécules antioxydantes sur la prévention ou
1’arrét de la propagation de ces réactions oxydatives.
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La deuxiéme partie traite de la microencapsulation et fournit une breve description des
principaux matériaux enrobants et des différents procédés avec une description plus détaillée
des différentes étapes de formulation aboutissant a 1’encapsulation de matieres actives
hydrophobes.

La derniére partie présente les travaux ayant traité de I’utilisation de protéines végétales
comme matiéres enrobantes pour I’encapsulation d’huiles végétales oxydables par séchage
par atomisation. En effet, la totalité des produits disponibles sur le marché (Tableau 1-4) sont
formulés a partir de protéines animales, ce qui présente un intérét supplémentaire d’étudier
leur remplacement par des protéines végétales. Cette partie montre notamment que les
protéines de soja et de pois ont démontré leur efficacité pour protéger les huiles végétales de
I’oxydation, elles seront donc utilisées comme matiéres enrobantes modéles pour ce travail.
De plus, trois nouvelles protéines végétales non étudiées seront testées : les protéines de
chanvre, de tournesol et de riz brun. Les protéines ayant montrées les meilleures efficacités
pour cette étude seront ensuite associées a différents polysaccharides et deérives
polysaccharidiques afin de renforcer la protection des huiles encapsulées. En effet, plusieurs
¢tudes bibliographiques préalablement citées ont montré que 1’association de protéines avec
des polysaccharides adaptés permettaient d’améliorer 1’efficacité d’encapsulation et de
modifier la morphologie des microparticules produites. Enfin, aucune étude n’ayant porté sur
la co-encapsulation par séchage par atomisation d’huiles végétales et d’antioxydants au sein
de matrices enrobantes végétales, cette nouvelle piste sera étudiée par incorporation de
molécules antioxydantes.
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I1.L1. Matériels
11.1.1. Matiéres actives

11.1.1.1. Huiles végétales

L’huile de tournesol utilisée est une huile du commerce (Carrefour, France). Elle a été
sélectionnée comme matiere active principale a la fois pour les travaux de sphérification par
gélification d’alginate et d’encapsulation par séchage par atomisation. Elle a été choisie
comme composé modele pour cette étude en raison de sa haute teneur en AGPI (57% w/w).
Elle est également composée de 10% w/w d’acides gras saturés, de 25% w/w d’acides gras
monoinsaturés et de 0,55% w/w de vitamine E (données indiquées par le fournisseur). Elle se
présente sous la forme d’un liquide de couleur jaune pale.

L’huile de lin est également une huile du commerce (Bio Planete, France). Contrairement a
I’huile de tournesol, sa teneur en acides gras polyinsaturés de type w-3 est tres élevée. Elle est
composée de 11% w/w d’acides gras saturés, de 18% w/w d’acides gras monoinsaturés, de
64% w/w d’AGPI, dont 47% w/w d’ALA, et de 0,05% de vitamine E (données indiquées par
le fournisseur). Elle se présente sous la forme d’un liquide de couleur jaune-orange.

Ces huiles ont éte stockées & 20°C a I’abri de la lumicére.

11.1.1.2. Antioxydants

L’a-tocophérol (pureté > 95,5%) a été acheté chez Sigma-Aldrich (France). Ce liquide
visqueux de couleur jaune-brun est inodore, non toxique et soluble dans les solvants apolaires.
Le gallate de propyle (pureté > 98,0%) a également été acheté chez Sigma-Aldrich (France).
Cette poudre cristalline de couleur blanc-beige est inodore, soluble dans les solvants polaires
et peut provoquer des allergies cutanées.

11.1.2. Matiéres enrobantes

Des extraits protéiques végétaux ainsi que des polysaccharides ont été utilisés en tant de
matiéres enrobantes pour cette étude.

11.1.2.1. Extraits protéiques

Cing extraits protéiques ont été testés. Il s’agit d’isolats de protéines de soja (poudre de
couleur beige), de pois (poudre de couleur beige), de concentrats de protéines de chanvre
(poudre de couleur verte) et de protéines de riz brun (poudre de couleur beige) achetés chez
MyProtein (Royaume-Uni) et de concentrats de protéines de tournesol (poudre de couleur
gris-beige) achetés chez SaludViva (Espagne).

Les compositions des extraits protéiques apportées par les fournisseurs sont décrites au
Tableau 2-1.
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Tableau 2-1 Compositions exprimées en g/100 g d’échantillon des principaux constituants des extraits

protéiques
. " . . Fibres Matiéres grasses

Extrait protéique Protéines (%) Glucides (%0) alimentaires (%) (%)
Soja 90 5 1 0,5

Pois 75 3 0 5
Chanvre 54 10 24 12

Tournesol 56,1 6,5 18,2 2
Riz brun 78 3,8 8 2,1

11.1.2.2. Polysaccharides

Cing polysaccharides ont été testés: la gomme arabique, I’alginate de sodium, la
maltodextrine (Sigma-Adrich, France), I’inuline (Louis Francgois, France) et la pectine (Moia,
Espagne). Leurs caractéristiques sont présentées dans le Tableau 2-2.

Tableau 2-2 Caractéristiques des polysaccharides utilisés comme matiéres enrobantes

Polysaccharide  Caractéristique Origine Apparence Solubilité Toxicité
mm Pol hari . luble dans | Non
co . ¢ ° ysac9 .? de Acacia Poudre blanche Soluble da S © .0
arabique ramifié phases polaires toxique
. Poudre de
Sel d’alginate . S . Soluble dans les Non
- Faible viscosité  Algues brunes couleur beige . .
de sodium . phases polaires toxique
inodore
. Poudre blanche Soluble dans les Non
Inuline - - . . .
inodore phases polaires toxique
Dextrose
. «. Poudre blanche Soluble dans les Non
Maltodextrine equivalent » de - . . .
inodore phases polaires toxique
40-7,0
Contient une part
. P Ecorces Poudre blanche Soluble dans les Non
Pectine de glucose en , . . -
d’agrumes inodore phases polaires toxique

tant qu’additif

11.1.3. Solvants et réactifs

De I’eau distillée a été utilisée pour réaliser toutes les formulations.

Concernant la sphérification par gélification d’alginate de sodium, toutes les réticulations
calciques ont été réalisées en présence de chlorure de calcium (Sigma-Aldrich, France).

Dans le cadre du séchage par atomisation, le NaOH (puret¢é > 98%) ayant servi a la
modification du pH des solutions d’extraits protéiques a été acheté chez Fisher
Scientific-Honeywell Fluka (Buchs, Suisse). Il se présente sous la forme de pastilles de
couleur blanche, inodores, solubles et pouvant provoquer des corrosions ou irritations

cutanées.
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Le n-hexane (pureté > 95%) utilisé pour extraire I’huile de surface des microparticules a été
acheté chez Fisher Scientific-ACROS Organics (Geel, Belgique). Ce solvant apolaire se
présente sous la forme d’un liquide non visqueux, incolore, a I’odeur caractéristique et
toxique pour les voies respiratoires ainsi que pour la barriere cutanée. Il est également
inflammable et agit comme un perturbateur endocrinien.

Le réactif ayant éteé utilisé pour marquer les protéines lors des mesures de solubilité est le bleu
de coomassie (Coomassie Brillant Blue G) acheté chez Sigma-Aldrich (France). Cette poudre
de couleur violet fonce est inodore, soluble et non toxique. Le Sérum Albumine Bovine
(BSA) ayant servi a produire la gamme étalon provient de Fisher Scientific-ACROS Organics
et se présente sous la forme d’une poudre de couleur jaune-beige, inodore, soluble et non
toxique.

Le Nile Red (pureté > 98%) utilisé pour colorer I’huile pour I’imagerie en microscopie
confocale a balayage laser provient de chez Sigma-Aldrich (France). Il se présente sous la
forme d’une poudre cristalline de couleur brun-rouge, inodore, soluble dans les solvants
apolaires et non toxique.

[1.2.  Méthodes
[1.2.1. Sphérification par gélification d’alginate de sodium

Dans le cadre de cette étude, trois montages expérimentaux ont été mis au point afin de
produire les particules. Ces montages ont tous nécessité 1’utilisation d’une ou de plusieurs
pompe(s) péristaltique(s) Minipuls 3 (Gilson, Etats-Unis). La droite de correspondance entre
les valeurs de débit indiquées par ces pompes et leurs équivalents en mL/min est présentée a
la Figure 2-1.

14

12 T

10 1+

Débit (mL/min)

y=0.2389x
R2=10.9996

0 10 20 30 40 50
Valeur indiquée

Figure 2-1 Droite de correspondance entre les valeurs indiquées sur la pompe Minipuls 3 et les débits
réels mesurés
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11.2.1.1. Production de billes par gélification inverse

La production des billes selon cette technique nécessite une préparation en deux étapes
principales.

La premiere étape consiste a préparer les différentes solutions nécessaires au processus de
gélification. Pour cela, un solution d’alginate de sodium a 2,5% w/v est préparée par
dissolution des sels d’acide alginique dans I’eau distillée a 500 rpm a température ambiante
durant une nuit. Cette solution servira de bain réticulant. La préparation de la solution
comprenant I’huile et les ions Ca?* nécessite tout d’abord de dissoudre le chlorure de calcium
(CaCl2) dans de I’¢thanol absolu a une concentration de 18% w/v, afin de se rapprocher de la
solubilité maximale (25,8% wi/v a 20 °C). Cette solution est agitée a 600 rpm durant 6 h. Une
fois la solubilisation terminée, 400 pL sont prélevés et ajoutés a 4,6 mL d’huile de tournesol.
Ce mélange est ensuite homogénéise au vortex durant 5 min. Ces différents parametres ont été
sélectionnés a la suite de tests préliminaires.

La deuxieme étape concerne la production des billes. Pour cela, I’huile enrichie en CaCl, est
amenée jusqu’a une aiguille de calibre 1,1 x 50 mm par ’intermédiaire d’une pompe
péristaltique. Cette aiguille est plongée dans la solution d’alginate de sodium et son extrémité
est placée a proximité du barreau magnétique afin de faciliter le détachement des gouttes lors
de I’extrusion et de limiter le colmatage des billes nouvellement formées. Ces billes sont
ensuite agitées dans le bain réticulant durant 5 min a 250 rpm puis rincées a 1’eau distillée.

11.2.1.2. Production de capsules par le procéde de co-extrusion par gélification
externe

Le montage réalisé est présenté a la Figure 2-2.

Pompe
Serineue péristaltique
(=

, | Huile

W Gouttelette d’huile

5 . . E:l,

Gouttelette d’huile entourée d’une 4

couche de solution d’alginate de . Pompe
sodium Tube en verre péristaltique

Solution d’alginate de
sodium a 2,5% w/v

Solution de CaCl, a

Capsule d’alginate de sodium gélifié 3.6% wiv |

Figure 2-2 Montage expérimental permettant d’obtenir des capsules d’alginate renfermant un coeur
d’huile
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Ce montage comprend deux tubes a centrifuger coniques Falcon™ de 50 mL contenant 1’huile
de tournesol d’un c6té et la solution d’alginate de sodium de 1’autre co6té. Une concentration
de 2,5% wi/v d’alginate de sodium a été sélectionnée afin d’obtenir une solution liquide
concentrée parfaitement soluble au bout d’une nuit d’agitation a température ambiante, tout en
maintenant une viscosité relativement faible permettant au systeme de le pomper sans
difficulté. Chacun de ces tubes est relié a une pompe péristaltique permettant d’amener les
deux solutions jusqu’a un tube en verre. A I’extrémité du tuyau raccordant la pompe
péristaltique transportant 1’huile et le tube en verre est installé 1’aiguille permettant de réaliser
un goutte-a-goutte d’huile a I’intérieur du tube en verre. La distance entre la sortie du tube en
verre et le bain de CaCl, a été fixée a 4 cm afin d’obtenir des billes de morphologie
parfaitement sphérique. Le choix du verre en tant que matériau constitutif du tube permet
d’éviter le contact de I’huile a sa surface et ainsi d’induire la formation de gouttelettes de
matiére active au cceur de la solution d’alginate de sodium (Figure 2-3).

Solution d’alginate
de sodium

Figure 2-3 Photo du tube en verre contenant les gouttelettes d’huile entourées de solution d’alginate
de sodium

A la sortie de ce tube se trouve un bécher contenant un bain de CaCl. concentre a 3,6% wi/v a
I’intérieur duquel est placé un agitateur magnetique tournant a une vitesse de 350 rpm. Ainsi,
I’application de débits adaptés et suffisamment faibles permet ensuite de former un
goutte-a-goutte a la sortie du tube ou, idéalement, chaque goutte sera constituée d’un cceur
d’huile, entouré d’une couche homogeéne de solution d’alginate de sodium.

Au contact du bain, 1’alginate situé en périphérie de la goutte réticulera par contact avec les
ions calcium présents en solution puis, la migration de ces ions au sein du réseau d’alginate
induira la gélification de I’intégralit¢ de la couche de matiére enrobante. Les capsules
nouvellement formées seront agitées dans le bain réticulant durant 15 min afin de permettre a
I’ensemble des chaines d’alginate de réticuler. L’agitation permet également d’éviter
I’accumulation des capsules néoformées au méme endroit et donc 1’apparition de phénomenes
de colmatage. Enfin, les billes seront rincées a I’eau distillée.
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I1.2.1.3. Production de sphéres par formulation d’émulsion H/E et gélification
externe

Afin de former des billes de type spheére, le procédé suivant a nécessité la formulation d’une
émulsion H/E comportant a la fois I’huile de tournesol dans la phase dispersée et la solution
d’alginate en phase continue. Afin de stabiliser 1I’émulsion, de 1’extrait protéique de soja a été
utilisé. Pour cela, une solution a 1% w/v d’alginate de sodium a été préparée par agitation a
température ambiante durant une nuit. 3% w/v d’extraits proteiques de soja ont ensuite été
ajoutés afin d’obtenir une solution a 4% w/v de matiéres séches. Enfin, I’huile de tournesol a
été additionnée a ce mélange afin de produite 1’émulsion concentrée a 25% w/v. Les
paramétres suivants ont été sélectionnés a la suite d’un plan d’expérience non décrit dans ce
document. De la méme facon que pour la préparation des émulsions destinées au séchage par
atomisation, cette émulsion a été pré-mélangée a 1’Ultra-Turrax puis homogénéisée par deux
passages a I’HHP a 400 bars afin d’obtenir une émulsion stable présentant de fines
gouttelettes de phase dispersée.

Le montage réalisé pour cette étude est présenté a la Figure 2-4.

~

‘/ ‘ Pompe pénstaluque
\
Ny /

E Ton Ca® I:l Matiére active
Emulsification:

Chaine d’alginate ’ﬁ Matrice d’hydrogel Buse d’atomisation UT + HHP

‘ Bille d’algmate
° //

|/
m Bain de CaCl,

Figure 2-4 Procédé d’obtention des sphéres d’alginate a partir d’une émulsion H/E

Ce montage est constitué d’une pompe péristaltique permettant de transporter 1’émulsion
nouvellement formulée jusqu’a une buse d’atomisation similaire a celle utilisée dans le cadre
du séchage par atomisation. Deux conditions ont ensuite été testées. De 1’air comprimé a pu
étre connecté a la buse d’atomisation afin de former un spray de gouttes d’émulsion qui
tomberont dans le bain de CaCl> agité a 350 rpm. L’autre condition a consisté a utiliser cette
méme buse sans application de pression afin de réaliser un goutte-a-goutte dont le diametre
des éléments extrudés sera calibré. De la méme maniere que pour la partie précédente, le
contact entre les chaines d’alginate situées en périphérie et les ions calcium permettra de
former rapidement une couche d’alginate réticulé, puis la migration de ces ions Ca* au cceur
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de la goutte entrainera la formation d’une bille d’alginate de type sphére ou les gouttelettes
d’huile seront enchassées dans un réseau d’hydrogel d’alginate. Les billes seront ensuite
agitées dans le bain réticulant durant 15 min afin de s’assurer de ’homogénéité de formation
de I’hydrogel d’alginate. Une fois cette agitation terminée, les billes sont récupérées a 1’aide
d’une passoire puis rincées a 1’eau distillée.

Deux protocoles de séchage ont ensuite été testés afin d’éliminer 1’eau résiduelle contenue
dans les billes. Le premier protocole a consisté a sécher les billes a I’é¢tuve a 120 °C durant
une nuit. Le deuxiéme protocole est un séchage au lyophilisateur également appliqué durant
une nuit.

11.2.2. Encapsulation par séchage par atomisation

11.2.2.1 Caractérisations des extraits protéiques

11.2.2.1.1. Solubilité par la méthode de Bradford

La méthode de Bradford [175] est un dosage colorimétrique utilisé pour mesurer la
concentration de protéines en solution. Cette méthode a pour principe la formation de
complexes entre le réactif (bleu de Coomassie) et les acides aminés basiques (arginine,
histidine, lysine) et aromatiques (phénylalanine, tryptophane, tyrosine) constitutifs des
protéines. Elle se caractérise par un changement d’absorbance de 1’extrait, se manifestant par
une modification de la couleur du bleu de Coomassie par fixation sur les liaisons peptidiques.
La solution initialement marron-brun vire au bleu en présence de protéines, déplacant la
bande d’absorption de 465 a 595 nm. Le changement d’absorbance est proportionnel a la
quantité de colorant lié, indiquant ainsi la concentration en protéines dans 1’échantillon.

Les mesures de solubilité des protéines végétales sélectionnées ont été effectuées selon le
protocole de Guimaraes et al. (2012) [176]. Dans un premier temps, une gamme étalon a été
réalisée a partir de BSA pour un domaine de concentration compris entre 0 et 10 mg/L. 1 mL
d’une solution de bleu de Coomassie a ensuite été ajouté a chaque solution de BSA dans des
cuves de spectrophotométrie et les mélanges ont été laissé a 1’obscurité pendant 5 min.
L’absorbance de chaque solution a ensuite été mesurée a 595 nm (Figure 2-5).

Dans un deuxiéme temps, des suspensions protéiques ont été préparées a 1% w/w dans 1’eau
distillée. Le pH de chaque solution a ensuite été ajusté afin d’obtenir une gamme comprise
entre 1 et 13, par ajout de solutions de NaOH ou HCI. Elles ont été soumises a une agitation
magnétique a 500 rpm a température ambiante pendant 1 h. Les parties solubles et non
solubles ont ensuite été séparées par centrifugation (MR1812 centrifuge, Jouan,
Saint-Nazaire, France) a 6000 rpm pendant 20 min a 20 °C. Les surnageants ont été récupérés,
dilués afin de rentrer dans la gamme de détection établie par la gamme étalon, puis leurs
absorbances ont été mesurées a 595 nm. La solubilité pour chaque valeur de pH a alors été
calculée de la fagon suivante :
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Mprotéines surnageant
S = (m L g x 100

protéines solution initiale

Avec S le pourcentage de solubilité (%), Mprowines surnageant 12 quantité de protéines dans le surnageant (g) et
Mprotéines solution initiale 1& quantité de protéines dans la solution de départ (g)

y=0.0124x
R2=10.992

Absorbance 595 nm

0 } } } }
0 2 4 6 8 10

Concentration en BSA (mg/L)

Figure 2-5 Courbe étalon du dosage protéique selon la méthode de Bradford

11.2.2.1.2. Taux d’humidité et activité de ’eau

e Taux d’humidité
Le taux d’humidité correspond a la teneur en eau totale d’un échantillon. Il a été mesuré par
gravimétrie. 1 g d’extrait protéique a été placé dans une coupelle en aluminium et pesé
précisément avant d’étre placé dans une étuve chauffée a 120 °C durant 6 h, temps de séchage
nécessaire pour évaporer I’eau et obtenir une masse finale constante. Le taux d’humidité a été
calculé selon la relation suivante :

e my — My
Taux d'humidité = (—) x 100
my

Avec mg la masse de 1’échantillon avant séchage (g) et m; la masse de 1’échantillon aprés séchage (g)

e Activité de I’eau
L’activité de I’eau aw d’un corps est définie comme le rapport entre la pression partielle de
vapeur d’eau d’un échantillon (P) et la pression de vapeur saturante de I’eau pure (Po) a la
méme température:
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P
aW:P—
0

Avec ay ’activité de I’eau de 1’échantillon, P sa pression partielle de vapeur d’eau (Pa) et Py la pression de
vapeur saturante de 1’eau pure (Pa)

Elle représente la disponibilit¢ de 1’eau au sein d’un matériau en prenant en compte les
interactions entre 1’eau et les autres constituants de I’échantillon. Ainsi, elle permet de prédire
la conservation (possibilit¢ d’un développement microbactérien) et la texture de cet
échantillon.

L’instrument utilisé pour cette mesure est un Aw-meétre. Dans le cadre de cette étude,
I’activité de ’cau a été déterminée par la technique du point de rosée. L’échantillon est placé
dans une enceinte fermée dont la température est maintenue constante et contenant un miroir
muni d’un systéme de détection de la condensation. Le miroir est refroidi jusqu’a ce que de la
condensation se produise & sa surface. Cette mesure repose sur le fait que I’air peut étre
refroidi jusqu’au point de saturation sans modification de la teneur en eau. Lorsque 1’équilibre
est atteint entre 1’échantillon et ’enceinte, I’humidité relative de 1’air dans la chambre est la
méme que l’activité de 1’eau de 1’échantillon. L’appareil mesure alors la température a
laquelle la condensation se produit, correspondant a la température de rosée ou point de rosée,
c’est-a-dire a la température pour laquelle la pression partielle de vapeur d’eau est égale a la
pression de vapeur saturante ainsi que la température a la surface de 1’échantillon. A partir de
ces deux températures, il est possible de déterminer les pressions de vapeur saturantes
correspondantes (Figure 2-6) et donc de déterminer aw.
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Figure 2-6 Diagramme psychrométrique [177]

Dans un premier temps, les poudres d’extraits protéiques ont €té placées dans un récipient
d’analyse en plastique afin d’en couvrir totalement la surface. Le récipient a ensuite été
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introduit dans I’enceinte de 1’Aqualab 3TE instrument (Decagon) dont la température a été
maintenue a 25 = 2 °C. Les résultats ont été recueillis aprés des temps d’analyse variables
dépendant de I’activité de 1’eau des échantillons (de 10 a 30 min).

11.2.2.2. Préparation des émulsions

11.2.2.2.1. Emulsions formulées a partir des extraits protéiques

Dans un premier temps, les extraits protéiques de soja, de pois, de chanvre, de tournesol ou de
riz brun ont été solubilisés dans 1’cau distillée a 10% w/v a 1’aide d’un disperseur a haute
vitesse Ultra-Turrax T25 (IKA-Labortechnik) a 5000 rpm pendant 5 min a température
ambiante. Cette concentration a été choisie a la suite de tests préliminaires effectués sur les
extraits protéiques. En effet, la concentration ne doit pas étre trop élevée pour ne pas obtenir
une émulsion de viscosité trop importante qui rendra la nébulisation difficile. Elle ne doit pas
non plus étre trop faible afin d’avoir une bonne stabilisation de 1’émulsion et ne pas
augmenter la durée et le colt du procédé. Le pH des différentes solutions a ensuite été ajusté a
7,8 par ajout de quelques gouttes d’une solution de NaOH afin d’augmenter la solubilité des
protéines. Cette valeur de pH a été sélectionnée afin de s’éloigner du pHi des protéines tout en
restant dans une gamme adéquate pour des applications alimentaires. Pour la formulation des
émulsions, 10% w/v d’huile végétale (de tournesol ou de lin) ont été ajoutés aux solutions
d’extraits protéiques (ratio mati¢re enrobante/matiere active a 1:1) et prée-mélangés a nouveau
a l’aide du disperseur a 10000 rpm pendant 5 min a température ambiante. L’étape
d’émulsification a ensuite été finalisee par deux passages a I’homogénéisateur a haute
pression Panda Plus 2000 (GEA Niro) a 400 bars.

11.2.2.2.2. Emulsions formulées a partir des mélanges extraits
protéiques/polysaccharides

Dans le cas des tests réalisés avec des matrices enrobantes complexes, 2% w/v de
polysaccharide (alginate de sodium, inuline, maltodextrine ou pectine) ont été solubilisés par
agitation magnétique en amont pendant des temps variables dépendant de la solubilité de
chaque polysaccharide (de 4 h & 1 nuit). Dans le cas de I'utilisation de la pectine, des tests
d’optimisation ont été réalisés et ont conduit a la formulation de solutions a 2, 0,5 et
0,1% wi/v. Une fois les polysaccharides parfaitement solubilisés, les extraits protéiques ont été
ajoutés a ces solutions. Le protocole de production des émulsions décrit en section 11.2.2.2.1
a ensuite été appliqué.

11.2.2.2.3. Emulsions formulées avec ajout d’antioxydants

Pour cette partie de 1’étude, deux protocoles ont été réalisés en raison de la différence de
solubilité des deux molécules antioxydantes sélectionnées : 1’a-tocophérol et le gallate de
propyle.

En raison de son hydrophobicité, I’a-tocophérol a été mélangé directement dans 1’huile (de
tournesol ou de lin) a deux concentrations (0,04 et 0,01% w/w) par agitation magnétique
pendant 1 h a température ambiante. Ces concentrations ont été sélectionnées en rapport aux
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normes établies par le Codex Alimentarius [178]. L huile enrichie en antioxydant a ensuite été
ajoutée aux solutions de matieres enrobantes (simples ou complexes) pour former les
émulsions, comme décrit a la section 11.2.2.2.1.

Dans le cas du gallate de propyle, sa meilleure solubilité dans les solvants polaires a conduit a
sa solubilisation dans 1’eau distillée pendant 1 h a température ambiante. Deux concentrations
ont également été testées (0,02 et 0,004% w/w) en rapport aux normes établies par le Codex
Alimentarius [178]. Les emulsions constituées de solutions de matiéres enrobantes préparées
a partir d’extraits protéiques seuls (section 11.2.2.2.1) ou de mélanges extraits protéiques-
polysaccharides (section 11.2.2.2.2) ont ensuite été formulées.

11.2.2.3. Caractérisation des émulsions

11.2.2.3.1. Stabilité

Immédiatement apres la formulation, une quantité fixe d’émulsion fraichement préparée a été
versée dans une éprouvette graduée et laissée au repos pendant 24 h a température ambiante
afin de mesurer le possible déphasage et d’en déduire 1’indice de stabilité¢ de 1’émulsion ou
« emulsion stability index » (ESI) [179] calculé comme suit :

ES] = (1 _ Vphase séparée) % 100

Vtotat émulsion

AVEC Vphase separée 1€ Volume de la phase séparée (mL) et Viotal émuision le volume total de I’émulsion (mL)

11.2.2.3.2. Distribution de tailles des gouttelettes

Les distributions de tailles des gouttelettes d’huile dans les émulsions ont été évaluées par un
granulométre & diffraction laser Malvern MasterSizer 2000 équipé d’un module en voie
humide Hydro 2000 (Malvern Instruments Ltd). Cet appareil fonctionne sur le principe de la
diffraction multi-angulaire d’un faisceau laser lorsque celui-ci passe au travers d’un
échantillon contenant des gouttes ou des particules dispersées. La distribution de tailles est
déterminée par mesure de I’indice de diffraction. Les indices de diffraction ayant été
appliqués pour cette étude sont de 1,467 et de 1,33, correspondant respectivement a la phase
dispersée (huile de tournesol) et a la phase dispersante (eau). La vitesse de rotation de la
pompe a eté fixée a 2800 rpm et 10 mesures ont été prises pour chaque échantillon avec un
délai de 5 sec entre chaque mesure (12000 balayages).

Le traitement des données a permis d’obtenir la distribution en volume des gouttelettes ainsi
que le diamétre moyen en volume (da3) pour les distributions monodisperses.

11.2.2.3.3. Morphologie

Les morphologies des émulsions ont été observées en microscopie optique. Une goutte
d’émulsion préalablement diluée dans de I’eau distillée a été placee entre lame et lamelle en
verre afin d’obtenir une fine couche d’émulsion. La morphologie a été visualisée par un
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microscope optique Leica DM2700M (Leica Microsystems) connecté a une camera Leica
DM120 et contrdlé par un ordinateur en utilisant le logiciel LAS v4.8 permettant de récupérer
les images. Le traitement des images a uniquement consisté & changer la couleur, la
luminosité et a ajouter les barres d’échelle. Les observations microscopiques ont permis
d’estimer la taille des gouttelettes d’huile afin de confirmer les résultats obtenus en
granulométrie par diffraction laser, d’observer les éventuels phénomeénes de déstabilisation, la
présence d’agglomérats ou de fractions insolubles présentes dans les émulsions.

11.2.2.3.4. Viscosité

Le comportement rhéologique des émulsions avant et apres 1’étape d’homogeénéisation a haute
pression a été étudié grace a un rhéomeétre Physica MCR301 (AntonPaar) selon un gradient de
cisaillement compris entre 0,1 et 100 s*. Les mesures ont été effectuées avec une géométrie
plan-plan d’un diamétre de 50 mm avec un entrefer de 1 mm. La viscosité apparente est
obtenue pour un cisaillement de 100 s.

11.2.2.3.5. Tension interfaciale

Afin d’évaluer I’influence de 1’ajout des protéines végétales sur la tension interfaciale entre la
phase polaire (eau) et la phase apolaire (huile de tournesol), des mesures ont été effectuées en
utilisant la méthode de du Nouy [180] (Figure 2-7).

|:| dynamométre

T

anneau de du Noiiy

air

liquide de faible densité

liquide de haute densite

Figure 2-7 Représentation du principe de mesure de la tension interfaciale pour la méthode de
I’anneau de du Nouy

Cette méthode consiste a placer un anneau de géométrie parfaitement connue a la surface d’un
liquide ou a I’interface entre deux liquides afin d’en mesurer la tension interfaciale. L’anneau,
suspendu a une balance de précision, va étre tiré vers le haut en entrainant une partie du
liquide avec lui. La balance va alors mesurer la force exercée sur I’anneau jusqu’a atteindre
une force maximale, juste avant la rupture du ménisque. En ce point, les forces capillaires
sont verticales et 1’angle de contact est égal a 0°. Cette force maximale peut alors étre
directement reliée a la tension interfaciale par la relation suivante :
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Fmax_Fv

y:L X cos@

Avec y la tension interfaciale (N.m?2); Fmax la force maximale exercée sur 1’anneau (N); Fy le poids du film
liquide soulevé par 1’anneau (N); L le périmétre de mouillage de I’anneau (m?) et 0 I’angle de contact entre le
film liquide et ’anneau

11.2.2.4. Préparation des microparticules seches

11.2.2.4.1. Essais laboratoire

Les émulsions fraichement préparées ont ensuite été séchées par atomisation pour obtenir des
microparticules séches. En fonction des tests, entre 300 et 500 g d’émulsions ont été préparées
et pesées juste avant 1’atomisation pour en connaitre la masse exacte. Les séchages ont été
effectués sur un atomisateur de laboratoire Biichi, B-290 (Biichi Labortechnik) grace a une
buse bi-fluide dont la pointe possede un diameétre de 0,7 mm (Figure 2-8).

\Buse de pulvérisation

Figure 2-8 Atomiseur de laboratoire Biichi B-290

Deux conditions d’atomisation ont été testées. Les paramétres appliqués pour la condition 1
sont une température d’entrée (Tin) de 120 °C, une température de sortie (Tout) de 70 £ 2 °C et
un debit de pompage de 20% (correspondant & 6 mL/min pour de I’eau distillée). La condition
2 correspond & une Tin de 160 °C, une Toyt de 90 = 2 °C et un débit de la pompe est de 30%
(9 mL/min). Le débit d’aspiration est imposé & 100% (environ 35 m®h). Une fois I’appareil
refroidi en dessous de 60 °C, la poudre fraichement formulée est récupérée au niveau du
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cyclone et du collecteur final, pesee, placée dans un flacon ambré fermé hermétiquement avec
du parafilm puis stockée a 4 °C ou 25 °C a ’abri de la lumiére. Le rendement du procédé
d’atomisation est calculé comme suit :

mmicroparticules

Y = x 100

Munasse séche

Avec Y le rendement du procédé d’atomisation (%), Mmicroparticules 1a Masse de poudre obtenue aprés le séchage ()
et Mpmasse seche 12 Masse de matiére séche présente initialement dans 1’émulsion (g)

11.2.2.4.2. Essai pilote

Un essai a 1’échelle pilote a été effectué sur la formulation optimisée ayant donnée les
meilleurs résultats lors des essais effectués a 1’aide de 1’atomiseur de laboratoire. Le séchage
de I’émulsion a été réalisé par le sécheur-atomiseur MOBILE MINOR a I’aide d’un atomiseur
rotatif FO1A (GEA Niro) (Figure 2-9).

Figure 2;9 Sécheur-atomiser MOBILE MINOR de 'GEA

Une pompe péristaltique 530 S (Watson-Marlow) a été utilisée pour pomper 1’émulsion
fraichement formulée. Les conditions d’atomisation appliquées sont les suivantes : débit de la
pompe péristaltique de 71 mL/min, une rotation de la turbine de 1’atomiseur de 30000 =+ 5000
rpm, un débit d’air a 85% correspondant a 82 kg/h, une température d’entrée (Tin) de
160 + 2 °C et une température de sortie (Tout) de 85+ 5 °C.
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Une fois I’appareil refroidi en dessous de 60 °C, la poudre fraichement formulée est récupérée
au niveau du cyclone et du collecteur final, pesée, placée dans un flacon ambré fermé
hermétiquement avec du parafilm puis stockée & 25 °C a I’abri de la lumieére.

Le rendement d’atomisation a été calculé comme décrit dans la section 11.2.2.4.1.

11.2.2.5. Caracteérisations des microparticules séches

11.2.2.5.1. Profils thermiques des microparticules

Les changements d’état, de structure ou de phase de matériaux peuvent &tre étudiés par
analyse calorimétrique différentielle (ou Differential Scanning Calorimetry, DSC). Le
principe de 1’analyse par DSC repose sur 1’application d’un programme de chauffage ou de
refroidissement afin de faire subir des réactions de transformations a un systéme. En
calorimétrie différentielle, la différence de température entre 1’échantillon et la référence est
mesurée et permet de déterminer la chaleur échangée au cours de la réaction :

Q = mC,AT

Avec Q la quantité de chaleur échangée (J), m la masse de I’échantillon ou de la référence (g), 47 la différence
de température (K) et C, la capacité thermique massique (J.K1.g™%)

Les réactions de transformation de I’échantillon s’accompagnent d’échanges de chaleur qui
peuvent étre endothermiques ou exothermiques. L’enregistrement de ces flux de chaleur en
fonction de la température (ou du temps) fournit un enregistrement appelé « thermogramme »
(Figure 2-10) [181].

Oxydation

Réticulation

Cristallisation .
(Cuisson)

/4

Transition
vitreuse

Fusion

Flux de chaleur = exothermique

Température

Figure 2-10 « Thermogramme » illustrant les différentes réactions de transformation observables en
DSC
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Les analyses ont été réalisées par le calorimetre DSC Q100 (TA Instruments) contrdlé par le
logiciel QSeries. Environ 15 mg d’échantillon ont été pesés dans un creuset en aluminium de
120 pL. Un creuset vide a été utilise comme référence.

Dans un premier temps, 1’échantillon et la référence ont été refroidi jusqu’a -20 °C a une
vitesse de 10 °C.min’. La température a ensuite été stabilisée a -20 °C durant 5 min. Enfin, le
programme de chauffe a été appliqué selon une augmentation linéaire de 10 °C.min" de -20 &
200 ou 300 °C.

Dans le cas de I’analyse des polysaccharides, un premier cycle de chauffe de -20 & 120 °C a
une vitesse de 10 °C/min a été appliqué afin d’évaporer 1’eau résiduelle contenue dans ces
échantillons. Le programme précédemment decrit a ensuite été appliqué.

Les « thermogrammes » obtenus ont permis de déterminer des modifications thermiques telles
que la dénaturation, la transition vitreuse, la fusion ou encore la décomposition des
microparticules et de leurs éléments constitutifs.

11.2.2.5.2. Distribution de tailles des microparticules

e Granulométrie a diffusion de lumiere

La distribution de tailles des microparticules a été obtenue par un granulométre a diffraction
laser Malvern Mastersizer 2000 équipé d’un module en voie séche Scirocco 2000 (Malvern
Instruments Ltd). Cet équipement permet d’analyser des tailles de particules comprises entre
0,2 et 2000 um en fonction du modele choisi (Mie ou Fraunhofer). La taille moyenne des
microparticules obtenues durant cette étude étant poche de 10 um, le modéle de Mie a été
appliqué, avec un indice de diffraction de 1,589, une absorption de 0,1, un taux de vibration
de 85%, une pression d’air dispersive de 2,5 bars et un délai de 10 sec entre chaque mesure
(12000 balayages).

Le traitement des données a permis d’obtenir la distribution en volume des microparticules
ainsi que le diamétre moyen en volume (d43) pour les distributions monodisperses.

e Morphogranulométrie

L’analyse au morphogranulométre permet d’obtenir des informations précises sur la taille et
la forme de particules ou d’agrégats dans des poudres ou des suspensions de tailles comprises
entre 0,5 pum a quelques millimétres. Il est souvent combiné a 1’analyse par granulométrie
laser pour approfondir la caractérisation des échantillons. Pour ce faire, le Morphologi G3
(Malvern Instruments) a été utilisé dans le cadre de cette étude. Il est constitué¢ d’un
microscope optique (couplé a une caméra CDD) et d’un plateau mobile permettant de faire
défiler 1’échantillon sous les objectifs du microscope, afin d’obtenir une image de chaque
particule. Le logiciel Morphologi pilote cette analyse automatique et traite 1’ensemble des
données collectées.

Pour la caractérisation des poudres séches obtenues par atomisation, les échantillons ont subi
une premiére etape de dispersion afin d’isoler les différentes microparticules et de défaire les
possibles agglomérats. L’acquisition des images a ensuite été effectuée a 1’aide d’un objectif
réalisant un grossissement x20. Ces analyses ont permis d’obtenir des valeurs de circularité,
de convexité et d’élongation par analyse des images de chaque microparticule. Les définitions
de ces paramétres sont décrites ci-dessous :
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La circularité permet d’estimer a quel point la forme se rapproche d’un cercle parfait. Elle est
définie comme le rapport du périmétre d’un cercle parfait de méme aire que celle de la
particule, divisé par le périmetre vrai de la particule :

i . 2N * Aire
Circularité = ———
Périmetre

La circularité d’une particule peut étre comprise entre 0 et 1. Ainsi, plus I’image d’un élément
se rapproche du cercle parfait, plus sa circularité sera proche de 1, et inversement.

La convexité (ou rugosité) est une mesure de la rugosité de surface et de la régularité de forme
d’une particule. Elle est définie comme le rapport entre la surface convexe de Hull divisée par
la surface réelle de la particule (Figure 2-11).

N

Surface particule = l:l .. Surface convexe
Convexité =

Surface convexe = l:l + l:l Surface particule

Figure 2-11 Principe de mesure de la convexité

Les valeurs de convexité sont également comprises entre 0 et 1. Plus la surface d’une
particule sera lisse, plus sa convexité sera proche de 1.

Comme son nom l’indique, le facteur d’¢longation donne une indication sur 1’¢longation
d’une particule (Figure 2-12).

Largeur

El tion =1 — t géométri =1- —
Largeur ongation rapport géométrique Tongueur

Longueur

Figure 2-12 Principe de mesure de 1’¢longation

Les valeurs de 1’élongation sont également comprises sur une plage comprise entre 0 et 1.
Une forme présentant des longueur et largeur identiques, telle qu'un cercle ou un carré, aura
une valeur délongation de 0, tandis que des formes présentant de grands rapports
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géométriques auront une élongation proche de 1. Ainsi, la rugosité extérieure n‘altérera pas
I'élongation : une ellipse lisse aura une élongation similaire a une ellipse pointue de rapport
géométrique identique.

11.2.2.5.3. Efficacité d’encapsulation

Afin d’évaluer D’efficacité d’encapsulation, c’est-a-dire le pourcentage d’huile réellement
présente a D’intérieur des microparticules, 1’huile libre présente a la surface des
microparticules a été extraite. Pour cela, un protocole adapté des travaux de Kim et al. (2005)
[182] a été utilisé. 1 g de poudre séche a été pesé sur un papier filtre Whatman n°1
(Maidstone) et placé sur un entonnoir Buchner en porcelaine Fisherbrand (Fisher Scientific).
Les microparticules précédemment pesees ont ensuite été rincées trois fois avec 6 mL de
n-hexane. L’hexane contenu dans la phase organique récupérée a la sortic de I’entonnoir a
ensuite été évaporé sous hotte jusqu’a 1’obtention d’une masse constante d’huile.

Le pourcentage d’huile totale a été considéré comme équivalent au pourcentage d’huile sur la
totalité de masse seche incorporée dans 1’émulsion initiale.

L’efficacité d’encapsulation a alors été calculée a partir de I’équation suivante :

Mpuile totale — Mhuile surface

EE.'=( )xlOO

Mpauile totale

Avec EE T’efficacité d’encapsulation (%), Mhuile torale 1a quantité d’huile ayant été utilisée initialement pour
produire 1 g de microparticules (g) et Mnyile surface la quantité d’huile libre extraite sur 1 g de microparticules (g)

11.2.2.5.4. Taux d’humidité et activité de 1’eau

Les protocoles utilisés pour la mesure du taux d’humidité et de I’activité de 1’eau décrits a la
section 11.2.2.1.2 ont été repris pour la caractérisation des microparticules séches.

11.2.2.5.5. Stabilité oxydative en tests accélérés

Les tests d’oxydation en conditions accélérées ont été réalises sur les huiles pures (contrdles)
et sur les microparticules en utilisant un Rancimat 892 Professional (Rancimat METROHM)
relié au logiciel StabNet (Figure 2-13).

Cet équipement permet de déterminer la stabilit¢ a 1’oxydation d’huiles et de graisses
présentes sous leur forme pure ou dans des composés plus complexes. L’induction de
I’oxydation est effectuée par vieillissement accéléré de 1’échantillon en 1I’exposant a une haute
température a I’intérieur d’un bloc de chauffage en aluminium, tout en faisant passer une
grande quantité d’air par ’intermédiaire d’un tube a air. Les composés volatils libérés lors de
cette oxydation sont ensuite emportés dans des béchers de mesure remplis d’eau distillée. La
conductivité de cette eau est alors mesurée par un dispositif de mesure et d’enregistrement
afin d’en déduire un temps d’induction (IP), également appelé temps de stabilité a I’oxydation
(OSI). Ce temps est défini comme le point d’inflexion de la courbe de mesure de la
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conductivité en fonction du temps. Il correspond également au point maximal de la dérivé
seconde de la conductivité en fonction du temps (Figure 2-14).

Figure 2-13 Dispositif de mesure Rancimat pour la mesure de la stabilité a I’oxydation d’échantillons

Conductivité (uS/cm)

en conditions accélérées

Dérivée seconde
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Figure 2-14 Exemple de courbe obtenue par la méthode Rancimat pour la détermination de I'IP de

I'huile d'olive pour un chauffage de 100 °C

Ainsi, plus le temps d’induction est grand, plus 1’échantillon met du temps a s’oxyder et donc

plus il est stable.
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Ainsi, les IP ont été mesurés directement sur les poudres produites (2,5 g de poudre pour
chaque analyse) et comparés aux IP des huiles ayant servies a produire les microparticules
(2,5 g d’huile). Dans le cadre de cette étude, les échantillons ont été chauffés & 100 °C, avec
un flux d’air de 10 L/h.

Les résultats sont présentés par 1’IP et/ou le AIP, correspondant a la valeur de normalisée de
I’IP:

AIP = ]Péchantilion - lrPréfé:"enc&‘

Avec [Pgchaniilion le temps d’induction de 1’huile encapsulée (h) et IPrssgrence le temps d’induction de ’huile non
encapsulée ayant servi a produire 1’émulsion (h)

Différentes huiles pures d’IP variables ayant servi a formuler les échantillons, la présentation
des résultats par le AIP permet de s’affranchir de ces variations et de présenter un gain de
temps d’oxydation obtenu par le procédé d’encapsulation.

11.2.2.5.6. Morphologie

e Microscopie électronique a balayage environnemental

La microscopie €lectronique a balayage (MEB) permet d’accéder a la topographie de surface
d’un échantillon. Pour ce faire, un trés fin faisceau d’électrons primaires fortement accélérés
balaie la surface en induisant I’excitation du matériau a sa surface et la production d’électrons
secondaires qui seront détectés pour produire I’image.

Les morphologies de la surface et de la structure interne des microparticules ont été observees
a I’aide d’un microscope électronique a balayage environnemental (MEBE) Quanta 250 FEG
(FEI Co.). Les échantillons ont été préparés par fixation d’une faible quantité de poudre sur
une pastille de carbone. Afin d’améliorer le contraste, une métallisation par pulvérisation d’or
a eté effectuée afin de déposer une couche sur I’échantillon. Une tension d’accélération de
20 kV a été appliquée et les images ont été obtenues a différents grossissements.

e Microscopie confocale a balayage laser

Le microscope confocal a balayage laser est un microscope optique dont la source lumineuse
est un laser, balayant point par point 1’objet a analyser. Ainsi, les échantillons qui peuvent étre
analysés doivent posséder naturellement des composés capables de fluorescer ou, dans le cas
contraire, doivent étre préalablement marques par des fluorochromes. En fonction de la
longueur d’onde choisie, ces éléments pourront étre excités et émettre des rayons lumineux
dont I’intensité sera mesurée en chaque point. L’avantage principal de la microscopie
confocale a balayage laser et qu’elle permet de fournir une image 3D reconstituée en traitant
couche par couche I’intensité lumineuse de 1’objet. Cette opération est effectuée grace a un
diaphragme variable qui permet de sélectionner les rayons émis dans un seul plan et
d’éliminer ceux provenant des autres plans. Les signaux lumineux provenant des différents
plans sont ensuite convertis en signal numérique afin d’obtenir une image reconstituée en 3D
de I’objet.

Dans le cadre de cette étude, la microscopie confocale a balayage laser a été utilisée pour
observer I’huile libre a la surface des microparticules formulées a partir des extraits protéiques
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de soja et de pois. Ainsi, I’huile de tournesol utilisée pour produire ces microparticules a été
préalablement mélangée avec de la poudre de Nile Red. Le Nile Red un fluorochrome
hydrophobe capable d’absorber la lumiére verte et d’émettre une lumiére rouge. En s’inspirant
du protocole de Ziani et al. (2011) [183], une concentration de 0,1 mg de Nile Red par
millilitre d’huile a été utilisée. Le mélange a été homogénéisé par agitation magnétique puis
couvert par du papier aluminium afin d’empécher des phénoménes de photo-blanchissement,
pour ensuite étre utilisé comme matiére active pour la préparation des émulsions. Les
microparticules correspondantes ont ensuite été analysées par un microscope confocal LSM
410 invert (Carl Zeiss). Un objectif plan apochromatique de grossissement x63 (Carl Zeiss) a
immersion dans I’huile a été utilisé. Les longueurs d’onde d’excitation et d’émission
appliquées sont de 514 et 646 nm, respectivement.

11.2.3. Analyse statistique

Toutes les caractérisations des extraits protéiques, des émulsions et des microparticules séches
ont été réalisées en triplicata. Les résultats présentés correspondent a la moyenne des trois
tests, suivie de la valeur de D’écart-type. Les analyses des résultats ont été realisées
statistiquement par analyse de la variance (ANOVA). La comparaison des moyennes s’est
faite par test de Tukey avec des différences significatives pour une p-valeur inférieure a 0,05.
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Chapitre ITI. Etude de différents procédés d’encapsulation

I11.1. Préambule

Ce troisieme chapitre est agencé en deux parties principales correspondant chacune a un
procéd¢é d’encapsulation particulier pour la protection d’huiles végétales riches en AGPI: la
sphérification par gélification d’alginate de sodium dans un premier temps et I’encapsulation
par séchage par atomisation dans un deuxiéme temps.

Ainsi, une premiere partie de ce chapitre est destinée a la description des résultats obtenus et
des discussions associées concernant la production de billes d’alginate contenant la mati¢re
active. Cette partie est divisée en trois sections correspondant chacune a un mode d’obtention
particulier des billes. Des observations morphologiques des particules obtenues ont été
réalisées pour chaque section. Elle apporte ainsi des résultats préliminaires pour la production
de particules de taille millimétrique.

La deuxiéme et principale partie de ce chapitre concerne I’obtention de poudre par séchage
par atomisation en utilisant des extraits protéiques végétaux en tant que matériaux enrobants.
Selon I’état de I’art réalis¢ au Chapitre I, les auteurs cités ont formulé et caractérisé leurs
émulsions et microparticules selon des méthodes variables, rendant difficile la comparaison
de D’efficacité réelle des différentes protéines végétales pour 1’encapsulation de maticres
actives hydrophobes oxydables. Cette partie propose donc une comparaison directe de
’utilisation de cinq extraits protéiques végétaux (issus des graines de soja, de pois, de
chanvre, de tournesol, et de riz brun), formulés et caractérisés selon les mémes procédés, pour
I’encapsulation d’huile de tournesol et d’huile de lin. L’objectif est d’identifier le ou les
extrait(s) protéique(s) le(s) plus efficace(s) pour protéger ces huiles alimentaires de
I’oxydation. En raison de son efficacité prouvée pour la microencapsulation de matieres
actives hydrophobes [60], I’extrait protéique de soja a été utilisé comme composé de
référence. Les extraits protéiques de pois ont également été sélectionnés en raison de leur
efficacité avérée pour ’encapsulation d’huiles végétales (voir section 1.3.2). De plus, trois
nouvelles protéines végétales disponibles commercialement ont été testées en raison de leurs
valeurs nutritionnelles intéressantes et de leurs propriétés physico-chimiques peu étudiées ; il
s’agit des protéines de chanvre, de tournesol et de riz brun.

Dans un premier temps, les différentes étapes d’obtention des microparticules ont €té décrites.
Tout d’abord, la solubilité des cinq extraits protéiques a ét¢ déterminée afin d’obtenir une
indication sur la quantité de proteines disponibles pour la stabilisation des émulsions. Ensuite,
la stabilité, la distribution de tailles, la viscosité et la tension interfaciale des émulsions
stabilisées a partir de ces cing extraits protéiques ont été évaluées. Ces informations ont
permis d’estimer Si les gouttelettes de matiére active seront bien retenues au sein des
microparticules lors du procedé de séchage. Enfin, deux conditions d’atomisation ont été
testées afin de sélectionner les parameétres de sechage les plus adaptés a cette étude.

A partir des conditions retenues, les microparticules ont été formulées puis caractérisées selon
différents paramétres. Les mesures des taux d’humidité et d’activités de 1’eau ont permis
d’évaluer la pertinence des conditions de séchage sur la quantité d’eau résiduelle apres
évaporation et donc sur la conservation des poudres lors du stockage. La mesure des
distributions de tailles et les observations morphologiques ont permis d’observer la structure
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externe des particules (rugosité de surface, présence de fentes ou fissures, circularité) et la
possible présence d’agglomérats. Les efficacités d’encapsulation ont également été
déterminées afin de quantifier I’huile ayant été efficacement retenue au sein des
microparticules durant le séchage. Enfin, la stabilit¢ oxydative de 1’huile encapsulée a été
évaluée par la méthode Rancimat immédiatement aprés la production des poudres et a
différents temps de stockage. Une partie des résultats concernant les efficacités
d’encapsulation, les observations morphologiques et les stabilités oxydatives a été obtenue
lors d’un stage de Master 2 de Justine Gmur, étudiante de I’Université de Lille 1, ayant réalisé
son stage de fin d’étude sur ce projet.

Dans une derniére partie, les différentes étapes de formulation et de caractérisation ont été
appliquées a I’encapsulation d’une huile alimentaire riche en AGPI de type ®-3, I’huile de lin.

I11.2.  Sphérification par gélification d’alginate de sodium

L’objectif de cette partie est de proposer des méthodes alternatives pour la protection et
I’encapsulation d’huiles végétales riches en AGPI. Ainsi, I’alginate de sodium a été utilisé
pour produire des particules par le procédé de gélification ionotropique. Cette molécule
naturelle présente 1’avantage de former des hydrogels dans des conditions particuliéres et
d’étre relativement imperméable aux gaz [184]. Cette propriété peut ainsi étre utilisée afin
d’encapsuler des principes actifs (voir section 1.2.3.2.2 sur I’encapsulation par gélification
ionotropique). Deux types de particules de morphologies différentes ont été développées : les
capsules et les spheres (voir définitions a la section 1.2.1).

[11.2.1. Production de billes par gélification inverse

Dans un premier temps, il a été décidé d’effectuer une encapsulation par sphérification
inverse d’alginate (section 11.2.1.1). Cette méthode consiste & mélanger la matiére active avec
une solution contenant des ions divalents puis de faire tomber ce mélange au goutte-a-goutte
dans un bain d’alginate de sodium afin d’effectuer la réticulation et ainsi d’encapsuler la
matiere active au sein de particules solidifiées.

Les photos des billes obtenues en microscopie optique sont présentees a la Figure 3-1.

Cceeur de matiére active

Couche d’alginate
de sodium gélifié
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L’image A montre I’obtention d’un réseau continu d’alginate de sodium a I’intérieur duquel
sont enchassées plusieurs billes. En séparant les billes de ce réseau (B) nous pouvons observer
une structure particuliére comportant un cceur actif constitué d’huile de tournesol et entouré
par une couche inhomogeéne d’alginate réticulé ayant été formée par migration des ions Ca®* &
la périphérie de la goutte. Cependant, il n’a pas été possible de limiter la migration de ces ions
au-dela d’une certaine distance, conduisant ainsi a la gélification des chaines d’alginate
situées entre les gouttes et donc a la formation d’un réseau unique.

En raison de la difficulté rencontrée dans le cadre du processus de gélification inverse, de
nouveaux procédés ont été mis au point afin d’effectuer une gélification directe (ou externe).

[11.2.2. Production de capsules par le procédé de co-extrusion par geélification externe

L’objectif de cette partie était d’obtenir des capsules d’alginate possédant une morphologie
bien précise, ¢’est-a-dire renfermant un cceur unique de matiére active entouré par une couche
homogéne d’hydrogel d’alginate assurant la protection de I’huile au sein de la bille (section
11.2.1.2). Pour cela, nous avons fait varier les débits de pompage de I’huile et de la solution
d’alginate afin d’observer 1’apparence des flux a I’intérieur du tube en verre, la morphologie
des capsules produites ainsi que la quantité d’huile présente a la surface du bain de CaCly,
¢’est-a-dire la quantité d’huile non encapsulée (Tableau 3-1).

Les résultats présentés dans ce tableau montrent qu’un débit de solution d’alginate de sodium
au moins deux fois supérieur a celui de I’huile (essais n°2, 3, 4, 8, 9, 15 et 16) est nécessaire
pour rompre le flux a ’intérieur du tube en verre et ainsi former des gouttelettes d’huile.
Cependant, pour les ratios débit d’huile/débit d’alginate les plus élevés parmi ceux
sélectionnés (essais n°1, 2, 14 et 15), des capsules possédant la morphologie recherchée sont
produites mais les efficacités d’encapsulation obtenues sont trés faibles avec une importante
quantité d’huile retrouvée a la surface du bain et la présence de billes d’alginate dépourvues
de cceur actif, notamment en raison du flux d’huile présent a I'intérieur du tube en verre
(Figure 3-2).

sans ceeur actif

Figure 3-2 Morphologies des billes obtenues pour des ratios débit d’huile/débit d’alginate élevés
(essai n°2)
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Tableau 3-1 Résultats obtenus en fonction des débits d’huile et de la solution d’alginate sélectionnés

pour la production des billes

e e Débit de la solution Observations . Présence
. Débitd'huile o . Morphologie des e
Essai . d'alginate de sodium  dans le tube en d'huile en
(mL/min) . capsules "
(mL/min) verre surface
1 13 13 Flux' co'ntlnu XXX
d'huile
Gouttelettes
2 13 2.5 d’huile formées xx
Gouttelettes @ aa
3 1.3 3,6 d’huile formées \./‘ . . X
Gouttelettes S
4 1.3 4.8 d’huile formées "‘\,_’-"‘I .. g
5 2,5 1,3 FIUX. co_ntlnu Pas de capsules XXX
d'huile
Flux continu
6 2,5 2,5 s Pas de capsules XXX
d'huile
7 2,5 3,6 Flux cofri\:]mu tres Pas de capsules XXX
Goulttelettes o
8 2,5 4.8 d’huile formées .. XX
Gouttelettes P
9 2.5 6.0 d’huile formées .. X
10 3,6 1,3 FIUX. co_ntlnu Pas de capsules XXX
d'huile
11 3,6 2,5 FIUX. co_ntlnu Pas de capsules XXX
d'huile
Flux continu
12 3,6 3,6 s Pas de capsules XXX
d'huile
13 3,6 4,8 FIUX, continu Pas de capsules XXX
d'huile
14 36 6.0 Flux cor_ltlnu trés i XXX
fin -
Gouttelettes @ 00
15 3.6 1.2 d’huile formées . XX
16 36 8.4 Gouttelettes ._.\ <N «
' ’ d’huile formées v e

*xxx : la quasi-totalité de I'huile se retrouve a la surface du bain / xx : une quantité non négligeable d’huile se retrouve a la
surface / x : trés peu d’huile en surface / o : absence d’huile en surface
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En augmentant le débit d’alginate de sodium, la quantité d’huile non encapsulée est réduite
mais la morphologie des capsules produites est modifiée avec 1’apparition de billes a
multiples ceeurs (Figure 3-3). En revanche, les billes produites présentent des morphologies
sphériques de tailles relativement homogenes avec des diametres compris entre 4,5 et 5 mm.

Figure 3-3 Morphologies des billes obtenues pour des ratios débit d’huile / débit d’alginate faibles
(essai n°9)

En dehors des différences morphologiques observées, la principale limitation de ce procédé
réside dans la difficulté d’obtenir un ou plusieurs cceur(s) liquide(s) parfaitement centré(s) au
sein de la bille (visible a la Figure 3-3). Ce phénomeéne peut s’expliquer par deux facteurs.
Tout d’abord, 'utilisation de pompes péristaltiques entraine la formation de flux irréguliers en
raison du systéme de pompage « par a-coups » et non pas continu. Ainsi, en raison de leur
plus faible densité, les gouttelettes d’huile ont tendance a remonter le long du tube en verre et
donc a décaler leur positionnement lors de la formation de la goutte a la sortie du tube. Ce
phénoméne permet également d’expliquer la présence de grandes quantités d’huile a la
surface du bain. De plus, cette différence de densité entre les deux fluides entraine également
une remontée de la gouttelette d’huile lors de la chute de la goutte et du contact avec le bain
de chlorure de calcium.

Ces résultats montrent la fiabilit¢ du procédé mis en place pour produire des capsules
contenant un cceur actif d’huile. Cependant, la présence d’eau dans ses billes et la difficulté
rencontrée lors de leur séchage (billes cassantes) a rendu impossible 1’analyse de la stabilité
oxydative de I’huile encapsulée par la méthode Rancimat.

Ainsi, afin de s’affranchir des différentes difficultés rencontrées pour ce procédé, une
nouvelle approche a été mise au point afin de produire des particules sous forme de sphéres,
et non plus de capsules.

111.2.3. Production de sphéres par formulation d’émulsion H/E et gélification externe

Dans un premier temps, une émulsion H/E a été formulee selon le protocole décrit a la
section 11.2.1.3. Les caracteristiques de cette émulsion sont les suivantes : viscosité apparente
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a 100 s de 45,7 + 2,1 mPa.s et distribution de tailles des gouttelettes présentant un diamétre
moyen en volume (ds,3) de 10,92 + 0,3 pm.

Une fois 1’émulsion préparée, de 1’air comprimé a été appliqué a la buse de pulvérisation afin
de former un spray de gouttes d’émulsion. L’objectif initial de cet essai était de former des
microparticules par contact des gouttes de spray avec le bain de CaCl,. Le résultat obtenu est
présenté a la Figure 3-4.

fort (B) grossissements

Ces images montrent que la proximité des gouttes lors de la nébulisation ainsi que leur taille
micrométrique a entrainé la formation d’un film continu d’alginate de sodium réticulé (A). En
observant ce film a un plus fort grossissement (B), nous pouvons constater qu’il est en fait
formé de I’assemblage de plusieurs microparticules, reliées entre elles par un réseau continu
d’hydrogel d’alginate.

Afin de pallier ce probléme, il a été décidé d’utiliser la buse d’atomisation sans air comprimé.
Elle permet ainsi la formation de gouttes de plus grande taille (de quelques millimetres) dont
le diameétre est parfaitement calibré. Ainsi, la production de billes selon différents débits et
pour différentes hauteurs de goutte-a-goutte a été effectuée. Quelques exemples de
morphologies obtenues par variation de ces conditions sont présentés a la Figure 3-5.

% 2.mm oy ' 2 mm e Y

Bt

Figure 3-5 Morphologies des billes obtenues a différentes conditions : débit 2,2 mL/min et goutte-a-
goutte a 0,5 cm (A), débit 0,3 mL/min et goutte-a-goutte a 0,5 cm (B) et débit 0,3 mL/min et goutte-a-
goutte a 19 cm (C)
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Ces images montrent qu’une morphologie sphérique peut étre obtenue avec un faible débit et
une distance suffisante entre I’extrémité de la buse et le bain de chlorure de calcium (C). En
effet, I’application de ces deux parameétres permet aux gouttes de prendre une forme sphérique
avant d’atteindre le bain réticulant. Au contraire, lorsque 1’extrémité de la buse est placée trop
prés du bain et/ou que le débit est trop important (A et B), les billes formées adoptent une
forme allongée. On peut également voir que la taille des billes produites varie entre 1,7 et
3 mm.

Afin d’évaporer 1I’eau emprisonnée dans 1’hydrogel, deux procédés de séchage ont ensuite été
mis en place (Figure 3-6). Le premier a consisté a sécher les billes a 120 °C durant une nuit.
Malheureusement, une détérioration des billes a été observée avec 1’apparition d’une
coloration brune et une adhésion des billes au support (A). Ainsi, un deuxiéme procédé ne
nécessitant pas de chauffe a été testé : la lyophilisation. Cependant, la formation de cristaux
de glace lors de ce procédé a entrainé I’apparition de micropores au sein des billes et la
libération de I’huile au cours du séchage (B).

Figure 3-6 Morphologies des billes obtenues selon différents procédés de séchage : séchage a 1’étuve
a120 °C (A) et par lyophilisation (B)

111.2.4. Conclusion

Cette partie d’utilisation de la gélification d’alginate de sodium pour 1’encapsulation d’huiles
végétales oxydables n’est qu’une ouverture a I’ensemble des possibilités envisagées par ce
procédé. En effet, les différentes étapes d’optimisation ont permis d’obtenir des billes da taille
calibrée. Cependant, des problématiques ont été rencontrées. La principale concerne le
séchage de ces billes. En effet, afin de garantir une bonne conservation des échantillons, une
évaporation d’une grande quantité d’eau est nécessaire. De plus, les analyses de stabilité
oxydative effectuées par la méthode Rancimat nécessitent [’utilisation d’échantillons
contenant un faible taux d’humidité afin de ne pas interférer sur les mesures de conductivité.
La deuxiéme grande limitation concerne la production des billes possédant une morphologie
de type capsule. En effet, des difficultés ont été rencontrées pour centrer parfaitement la
gouttelette de matiere active au sein de la bille en raison de [I’utilisation de pompes
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péristaltiques déstabilisant les flux d’huile et de solution d’alginate de sodium, mais
également en raison de la différence de densité entre ces deux solutions.

Ainsi, de nombreuses perspectives s’ouvrent a ces travaux et quelques pistes sont évoquées
dans la Conclusion Génerale de ce manuscrit.

La majeure partie de la premiere année de these ayant été consacrée a 1’étude du procédé de
sphérification par gélification d’alginate de sodium ainsi qu’aux différentes optimisations
associées, et, au vu des difficultés rencontrées, il a été décidé de focaliser le reste de 1’étude
sur une autre voie d’encapsulation, le séchage par atomisation.

I11.3. Encapsulation par séchage par atomisation

111.3.1. Contexte

Comme énonceé précédemment, la protection d’huile sous forme de microparticules nécessite
une préparation en trois étapes. La premiére étape consiste a solubiliser les extraits protéiques
selon des conditions permettant d’améliorer leur solubilité et de permettre leur diffusion
jusqu’aux interfaces. La deuxieme étape concerne la formulation des émulsions par ajout de la
matiére active a la solution de matiéres enrobantes selon un procédé conduisant a la formation
de fines gouttelettes stables. Enfin, la derniére étape consiste a produire les microparticules a
partir des émulsions précédemment formulées.

Dans un premier temps, une bonne solubilité des protéines est donc nécessaire pour permettre
une diffusion efficace a I’interface H/E. En s’adsorbant, les protéines pourront alors stabiliser
des gouttelettes de faible volume en formant un film viscoélastique autour de celles-ci,
garantissant la bonne stabilité de 1’émulsion. Ensuite, lorsque cette émulsion sera transformée
en un aérosol durant le procédé de nébulisation, les petites gouttelettes seront bien distribuées
au sein de la goutte d’aérosol et seront efficacement retenues a ’intérieur de la microparticule
formée durant le séchage. Le produit final sera alors constitué de microparticules
individualisées possédant une faible quantité d’huile libre en surface.

Dans le cas des protéines possedant une faible solubilité dans la phase continue, une tres
faible quantité de protéines sera capable de stabiliser I’émulsion et les gouttelettes d’huile
auront un plus gros volume. Lors du séchage, ’huile ne sera pas efficacement retenue et le
produit final obtenu sera constitué de particules agglomérées en raison de la grande quantité
d’huile présente a la surface des microparticules.

Ces deux cas de figure sont détaillés schématiquement sur la Figure 3-7.
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Bonne solubilité dela  Faible solubilité de la
Etapes protéine dans la protéine dans la
phase continue phase continue

1. Mise en présence
des deux phases

Phase dispersée

Phase continue
contenant les
protéines

2. Pré-emulsification

3. Emulsification

B -8 -H
—E -E -H

4. Formation de

I’aérosol
%——— Huile en surface
- Huile encapsulee\ T
5. Séchage
+“—r 4>
10 pm 10 pm

Figure 3-7 Représentation schématique des types de morphologies pouvant étre obtenues avec des
protéines possédant une bonne solubilité (gauche) et une faible solubilité (droite) dans la phase
continue
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111.3.2. Microencapsulation de I’huile oxydable

111.3.2.1. Solubilisation des extraits protéiques

L’évaluation de la solubilité des extraits protéiques est un indicateur nécessaire a 1’évaluation
de leur efficacité en tant que matériaux enrobants pour la microencapsulation des huiles. Pour
cette étude, 1’effet de la variation du pH sur la solubilité a été étudiée a température ambiante
comme décrit & la section 11.2.2.1.1 (Figure 3-8).
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Figure 3-8 Courbes de solubilité relative en pourcentage massique des protéines de soja, pois,
chanvre, riz brun et tournesol en fonction du pH déterminées par la méthode de Bradford

Les courbes de solubilité obtenues (Figure 3-8) présentent une allure similaire aux données
de la littérature (Figure 3-9).

La zone ou les solubilités sont minimales (pH 4-5) correspond aux points isoélectriques des
protéines, c’est-a-dire au pH pour lequel le nombre de charges positives portées par la
molécule est égal a celui des charges négatives. En s’¢loignant de ce point, la charge nette des
protéines augmente par exposition des groupements chargés, conduisant a une amélioration de
la solubilité de la protéine. A pH alcalin, la solubilité des extraits protéiques est tres nettement
améliorée en raison de ’apparition de charges négatives (COO") a leur surface, provoquant
des répulsions entre chaines. Ce changement entraine une diminution des interactions
protéines/protéines et une augmentation des interactions protéines/solvant.

Malgré des allures genérales similaires, des différences sont visibles entre les différents
extraits (Figure 3-8). Tout d’abord, on peut observer une plus faible solubilité des protéines
de riz brun comparativement aux autres protéines. En effet, lorsque 1’on regarde les solubilités
relatives en pourcentage massique des protéines dans des conditions fortement basiques (pH
12), toutes les courbes tendent a se rapprocher d’une valeur proche de 100%, sauf pour les
protéines de riz brun. Concernant les profils observés pour les quatre autres protéines
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vegetales (pois, soja, chanvre, tournesol), les protéines de chanvre, de pois et de soja
apparaissent comme les macromolécules présentant le pourcentage de solubilité le plus
important au pH sélectionné pour cette étude (pH = 7,8).
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Figure 3-9 Profils de solubilité des protéines de chanvre (HPI), de soja (SP1) (graphe A) [79], de pois
(PPI), de viciline (PV), de légumine (PL) (graphe B) [185], de riz brun (BR), de riz brun germé (GBR)
(graphe C) [186], de soja (SoyP) et de tournesol (SunP) (graphe D) [64]

pH value

Les différences observées peuvent s’expliquer par la composition en fractions protéiques des
différents extraits. En effet, les protéines végétales sont divisées en quatre fractions
majoritaires se différenciant par leurs solubilités : il s’agit des albumines, des globulines, des
prolamines et des glutélines. Les fractions les plus solubles en milieu aqueux sont les
albumines. Les globulines possedent également une bonne solubilité aqueuse, plus
particuliérement dans les solutions salines diluées. Les prolamines, quant a elle, sont solubles
dans les solutions hydro-alcooliques (70-80% w/v) et les glutélines dans les solution aqueuses
fortement basiques (pH>10) [187]. Une indication de la composition en fractions protéiques
des extraits utilisés pour cette étude est présentée au Tableau 3-2.
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Tableau 3-2 Récapitulatif des compositions en fractions protéiques des extraits utilisés pour cette
étude [79,188]

Espéce Albumines 2S Globulines 73 Globulines 113 Prolamines  Glutélines
“Vicilines” “Légumines”
Céréales
Riz brun - - - ++ ++
Légumineuses
Pois + (PAL) ++ ++ - +
Soja + (a-conglycinine)  ++ (B-conglycinine) ++ (glycinine) - +
Graines oléagineuses
Tournesol + (SFA) - ++ (hélianthinine) - -
Chanvre + + ++ (édestine) - -

++ composé majoritaire, + composé minoritaire, - composé tres rare ou absent

Les globulines sont les fractions majoritaires des graines issues de plantes dicotylédones
(Iégumineuses, graines oléagineuses), tandis que les glutélines et les prolamines sont les
fractions majoritaires des céréales (80-90% w/w) [189]. Cette caractéristique peut donc
expliquer la plus faible solubilité des proteines de riz brun comparativement aux autres
protéines.

Concernant les profils observés pour les quatre autres protéines végétales (pois, soja, chanvre,
tournesol), les différences peuvent étre justifiées par leur proportion en fractions solubles. Au
pH sélectionné pour cette étude (pH = 7,8), les protéines de chanvre, de pois et de soja
apparaissent comme les macromolécules présentant le pourcentage de solubilité le plus
important. Selon les résultats obtenus par Tang et al. (2006) [79], les protéines de chanvre
sont presque exclusivement constituées de fractions solubles (87% de globulines divisées en
82% d’édestines et 5% de vicilines, plus 13% d’albumines). La plus grande solubilité
observée pour les protéines de chanvre est donc en accord avec cette étude.

L’ensemble de ces résultats montre donc que les extraits protéiques de pois, de soja et de

chanvre sont les macromolécules les plus solubles au pH de cette étude en raison de leur
composition en fraction proteique.

111.3.2.2. Formulation et caractérisations des émulsions

Dans cette partie, les émulsions formulées a partir des extraits protéiques de riz brun, chanvre,
pois, soja et tournesol seront notées E-PR, E-PC, E-PP, E-PS et E-PT, respectivement.

111.3.2.2.1. Stabilité des émulsions
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La seconde étape du procédé consiste a formuler une émulsion H/E contenant la matiére
enrobante dans la phase continue et la matiére active dans la phase dispersée. Ainsi, des
émulsions H/E stabilisées a partir des cing extraits protéiques

caractérises precédemment ont été formulées.

Obtenir une émulsion stable permet d’assurer une bonne encapsulation de la matiére active
durant le séchage et donc une protection efficace face a I’oxydation. En effet, si I’émulsion se
déstabilise durant le procédé de séchage, 1’huile ne sera pas efficacement retenue au sein des
microparticules et sa protection face aux phénoménes oxydatifs en sera réduite. Une
description des phénoménes de déphasage pouvant avoir lieu pour une émulsion instable est
présentée Figure 3-10.
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Figure 3-10 Représentation schématique des phénomeénes de déstabilisation d’une émulsion H/E
stabilisée par des protéines (A) ; émulsion formulée a partir d’extraits protéiques de riz brun sans
optimisation des parameétres d’émulsification et aprés 24 h de repos (B) et images microscopiques des
différentes phases issues de la déstabilisation de I’émulsion (C)

Le premier phénomene de déstabilisation visible concerne la phase dispersée. Sous 1’action de
la gravité, les gouttelettes de phase huileuse, moins denses que la phase agqueuse, vont avoir
tendance a migrer vers le haut si les conditions permettant leur stabilité¢ au sein de I’émulsion
ne sont pas respectées (A et B). Ce phénomene est appelé crémage. En s’accumulant dans la
partie supérieure, des contacts entre les différentes gouttelettes vont avoir lieu. L’intervention
de forces d’adhésion va entrainer un phénomeéne de floculation, c¢’est-a-dire la création d’amas
de gouttelettes. Ce phénomeéne est visible sur 1’image microscopique Supérieure C. En
allongeant le temps de repos de I’émulsion, on peut s’attendre a voir apparaitre des stades de
déstabilisation plus avancés, tels que le miirissement d’Ostwald ou la coalescence.

Le deuxieme phénomeéne de déstabilisation concerne les protéines. Si les conditions
appliquées ne permettent pas de solubiliser I’ensemble des protéines (pH, concentration,
conditions de dispersion), les agglomérats vont sédimenter et s’accumuler dans la partie
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inférieure de 1’éprouvette sous I’influence de la gravité. Ce phénomene est visible sur I’image
microscopique inférieure C.

Dans cette étude, la stabilité des émulsions formulées a été évaluée par mesure de I’indice de
stabilit¢ de 1’émulsion (ESI) (voir description section 11.2.2.3.1). L’ESI dépend
principalement des concentrations des constituants de 1’émulsion, des agents émulsifiants
utilisés et de la technique d’émulsification appliquée [15]. Afin de valider le protocole
d’émulsification, une comparaison de deux procédés a été réalisée. Dans un premier temps,
les émulsions ont été préparées par agitation mécanique a 1’Ultra-Turrax sans modification du
pH des solutions natives. Des valeurs de pH de 5,5, 6,3, 4,9, 7,8 et 6,3 ont été mesurées pour
E-PR, E-PC, E-PP, E-PS et E-PT, respectivement. Le deuxiéme protocole a consisté a
effectuer une premiére agitation mécanique a 1’Ultra-Turrax, suivie par deux passages a
I’HHP a 400 bars afin de favoriser la dispersion de la phase huileuse. Une modification du pH
a 7,8 a également ¢été réalisée afin d’augmenter la solubilité des protéines. Les résultats des
ESI des différentes émulsions sont présentés sur la Figure 3-11.
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Figure 3-11 Photos et ESI des émulsions stabilisées a partir des différents extraits protéiques aprés
24 h de repos. Pour chaque formulation, 1’éprouvette de gauche représente 1’émulsion formulée par
agitation mécanique et I’éprouvette de droite représente la méme émulsion mais dont le pH a été ajusté

a 7,8 et stabilisée par deux passages a ’HHP a 400 bars

Les résultats montrent une déstabilisation de la quasi-totalité des émulsions formulées par
agitation mécanique sans ajustement du pH. Seule E-PS reste parfaitement stable apres 24 h
de repos. Ce phénomeéne peut s’expliquer en partie par la plus grande quantité de protéines
dans D’extrait (90% w/w) comparativement aux autres échantillons (54-78% wi/w) et leur
bonne solubilité peut également induire une meilleure stabilisation des gouttelettes d’huile au
sein de 1’émulsion.

Concernant les émulsions obtenues aprés optimisation, les ESI mesurées sont comprises entre
92 et 100% apres 24 h de repos a température ambiante, démontrant ainsi I’efficacité de ces
conditions pour la stabilisation des émulsions. Ainsi, les paramétres d’ajustement
(modification du pH et stabilisation par deux passages a ’HHP a 400 bars) ont été appliqués a
I’ensemble des émulsions étudiées.
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111.3.2.2.2. Distribution de tailles et viscosité des émulsions

La distribution de tailles des gouttelettes est un paramétre important permettant également de
prédire la stabilité d’une émulsion. En effet, des gouttelettes de petite taille seront moins
affectées par des phénomeénes de destabilisation. De plus, elles se retrouveront plus
efficacement encapsulées au sein des microparticules lors du séchage. Les distributions de
tailles des éléments disperses présents dans les émulsions avant et apres traitements
d’optimisation sont présentées a la Figure 3-12.
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Figure 3-12 Distributions de tailles des éléments dispersés avant (courbes bleues) et aprés traitements
d'optimisation (courbes rouges) des émulsions stabilisées par différents extraits protéiques végétaux

Globalement, on peut constater que I’émulsification par passage a ’HHP et ajustement du pH
a permis de réduire significativement la taille des gouttelettes d’huile. Une observation
similaire a également été faite par Wang et al. (2018) [190] lors de 1’étude de I’impact du
traitement a ’HHP et de la variation du pH sur la stabilité de lait obtenu a partir de graines de
chanvre. En effet, comme expliqué précédemment, la modification du pH permet de
s’éloigner du point isoélectrique des protéines et d’augmenter leur solubilité. De plus, la force
mécanique intense exercée par le traitement a 'HHP augmente la flexibilité des protéines.
Ainsi, lorsque les macromolécules vont atteindre 1’interface H/E, elles vont étre capables de
se déployer en exposant leurs régions hydrophobes au contact de la phase huileuse et de
stabiliser I’interface en formant un film autour des gouttelettes. Cependant, dans notre cas, le
traitement a ’HHP a également entrainé la formation de distributions polydisperses, a
I’exception de E-PS. En plus de la technique d’émulsification utilisée, le type de matériau
enrobant a également montré une influence sur la taille des élements dispersés obtenus. En
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effet, le diametre moyen des populations majoritaires varie entre 0,2 et 22,6 um pour les
différentes émulsions formulées selon les parametres d’ajustement précédemment
sélectionnés (Tableau 3-3).

Tableau 3-3 Distributions de tailles en volume et viscosités des émulsions stabilisées a partir des
différents extraits protéiques

Echantillon  Distribution de tailles (um) Viscosité apparente a 100 s
(mPa.s)
uT” pH + HHP™ uT pH + HHP
Population1  Population 2  Population1  Population 2
E-PR 47,3+0,1° - 0,5+0,1° 22,6 £ 0,6° 10,2 +0,1¢ 25,0+ 1,44
E-PC 23,4 10,22 126,6 £ 0,8 0,5+0,1° 76+1,1° 2,0+0,1° 6,1 +0,3°
E-PP 66,0 £ 1,0° - 0,2+0,1° 3,2+0,28 1,3+£0.12 3,3+£0,28
E-PS 91,2+135% - 0,3+0,1% - 210,6 £24,0¢° 3,3x0,2?
E-PT 67,9 +1,0° - 79+0,1° 67,6 +£0,6° 8,6 £0,8° 12,3+04°

=d |es moyennes suivies par des lettres différentes sont significativement différentes (p < 0,05)
"UT: émulsions préparées par pré-émulsification & I'Ultra-Turrax
"pH+HHP: émulsions stabilisées par ajustement du pH et passages & I’homogénéisateur a haute pression

Les traitements d’optimisation de 1’étape d’émulsification ont €té particulierement efficaces
pour la production de E-PS et E-PP. En effet, les diametres moyens des populations
majoritaires sont passés de 91,2 a 0,3 um et de 66,0 a 0,2 um, respectivement. Ces résultats
sont en accord avec les caractérisations précédentes des extraits protéiques, ayant montré que
les protéines de soja et de pois sont les macromolécules les plus solubles a pH 7,8, avec les
protéines de chanvre. Lorsque les protéines sont solubilisées dans la phase continue, leur
diffusion a I’interface H/E est facilitée. Ainsi, une large surface peut étre stabilisée et la taille
des gouttelettes est réduite [191]. De plus, la composition en fractions protéiques a également
une influence sur les propriétés émulsifiantes des macromolécules. Comme indiqué par le
Tableau 3-3, les protéines de pois et de soja possédent une grande quantité de globulines 7S,
également appelées vicilines, comparativement aux autres protéines. En effet, les protéines de
pois en contiennent environ 30% [192] et les protéines de soja sont constituées de plus de
80% de globulines avec un ratio globulines 7S/11S de 0,5:1,3 dépendant de la variété [70].
Des etudes ont montré de meilleures propriétés émulsifiantes des globulines 7S
comparativement aux globulines 11S en raison de leur plus faible poids moléculaire et de leur
meilleure flexibilité [193]. Les globulines 11S possédent également une structure compacte
due a la présence de ponts disulfures la structurant, expliquant ainsi leur moins bonne capacité
émulsifiante [70].

Concernant I’émulsion stabilisée a partir de 1’extrait protéique de chanvre, le diamétre moyen
de la population majoritaire a également été réduit apres 1’étape d’optimisation, passant de
126,6 a 7,6 um mais reste significativement plus important que ceux obtenus pour E-PS et
E-PP. Cette différence peut s’expliquer par une plus faible quantité¢ de protéines dans I’extrait
(54% w/w) malgré leur bonne solubilité a pH 7,8. D’aprés les données fournisseurs (voir
Tableau 2-1), I’extrait protéique de chanvre contient une grande quantité de matieres grasses
(12% w/w), de polysaccharides et de fibres potentiellement insolubles. Ces résidus sont
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probablement responsables de la formation d’agrégats visibles sur la Figure 3-13 (fleche
jaune) et de la population 2 du Tableau 3-3.

E-PT

P I%un‘ &, Z(M| i '
Figure 3-13 Images microscopiques des différentes émulsions obtenues avant (images du haut) et
apres traitements d'optimisation (images du bas)

8 20 pm 20 um

Pour E-PR et E-PT, les traitements d’optimisation ont induit la réduction de la taille des
gouttelettes, mais ont également conduit a la formation d’agrégats de gouttelettes (fléches
rouges de la Figure 3-13). En effet, le traitement a I’HHP entrainant un déploiement des
chaines protéiques, les régions hydrophobes vont se retrouver exposées et augmenter
I’hydrophobicité de surface totale de la protéine. Des interactions seront alors possibles entre
ces régions, aboutissant a des phénomenes d’agrégation [194]. Etant donné que les protéines
de riz brun et de tournesol sont les macromolécules les moins solubles de cette étude, il peut
étre supposé que leurs chaines protéiques comportent globalement davantage de régions
hydrophobes que les autres protéines. Cette caractéristique pourrait ainsi expliquer pourquoi
les phénomeénes d’agrégation ne sont visibles que pour les émulsions stabilisées a partir de ces
deux extraits protéiques.

La viscosité est également un parameétre important a évaluer pour les formulations destinées a
étre séchées par le procédé de spray-drying. De faibles viscosités assurent la bonne formation
de I’aérosol et donc un séchage efficace des gouttes. Selon les données techniques fournies
pour le Mini Spray Dryer Buchi B-290, une nébulisation adéquate est assurée pour des
solutions dont la viscosité ne dépasse pas 300 mPa.s [195]. Les viscosités des différentes
émulsions sont présentées au Tableau 3-3.

Ces résultats nous permettent d’observer deux types de comportements, dépendant des
caractéristiques physico-chimiques des protéines utilisées. Pour les macromolécules n’ayant
pas entrainé d’importante augmentation de la viscosité lors de leur solubilisation a
I’Ultra-Turrax (protéines de riz brun, chanvre, pois et tournesol), le traitement a ’'HHP a
entrainé une augmentation de la viscosité apparente. En effet, I’apport d’importantes forces
mécaniques a conduit a une modification de la structure des protéines avec un déploiement
des chaines, aboutissant a une amélioration de la solubilité et donc a une augmentation de la
viscosité de I’émulsion. L’apparition d’agrégats pour E-PR et E-PT permet également
d’expliquer pourquoi les viscosités de ces émulsions sont supérieures aux autres formulations.
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En effet, leur présence tend a augmenter la résistance a 1’écoulement, augmentant ainsi la
viscosité apparente des émulsions.

En raison des propriétés structurales des protéines de soja, le comportement de E-PS est
difféerent [196]. Avant les traitements d’optimisation, la viscosité de E-PS eétait
significativement supérieure a celle des autres émulsions. En effet, comme expliqué
précédemment, les protéines de soja ont la capacité a former des gels avec une importante
capacité de rétention d’eau et sont d’ailleurs souvent utilisées dans I’industrie alimentaire
pour cette propriété fonctionnelle [197]. Lors des traitements d’optimisation de
I’émulsification, cette viscosité a diminué¢ de fagon trés importante, passant de 210,6 a
3,3 mPa.s. Song et al. (2013) [198] ont également observé que la viscosité de leur solution
d’isolats de protéines de soja non homogeénéisés était bien supérieure a celle de leur
échantillon homogénéisé. Comme expliqué précédemment, I’HHP fournit une énergie
supplémentaire au systeme. Lorsque cette énergie est appliquée a un systeme gelifié, elle peut
entrainer une rupture des interactions faibles de type hydrogene, de Van der Waals et
électrostatiques formant le réseau. Ainsi, ce phénoméne a conduit a la dégradation de la
structure en réseau de 1’hydrogel formé par les protéines de soja et donc a ’abaissement de la
viscosité de I’émulsion.

Le Tableau 3-3 montre également une corrélation positive entre la viscosité apparente et la
taille des gouttelettes pour les émulsions formulées selon les traitements d’optimisation. E-PP
et E-PS ont montré une plus faible viscosité apparente, suivies par E-PC, E-PT et E-PT. Cette
corrélation entre viscosité et distribution de tailles des émulsions a également été observée
dans d’autres travaux [199,200].

111.3.2.2.3.  Caractérisation des propriétés interfaciales

L’¢étude des propriétés interfaciales permet d’évaluer I’efficacité de diffusion et d’adsorption
des protéines aux interfaces H/E, phénomenes intervenant lors de ’étape de séchage par
spray-drying.

Les mesures des tensions de surface ont été réalisées selon le protocole décrit a la
section 11.2.2.3.5 pour les interfaces stabilisées a partir des macromolécules ayant montré des
meilleures propriétés pour la formation des émulsions, les extraits protéiques de pois et de
soja.

Les resultats présentes a la Figure 3-14 montrent une décroissance de la tension de surface en
fonction du temps pour les deux courbes. Cette allure est caractéristique des interfaces
stabilisées par des protéines. Des études ayant porté sur des mesures de tensions interfaciales
pour des interfaces huile végétale/eau stabilisées par des protéines ont montré que le délai
d’équilibration de la tension interfaciale était attribué au temps nécessaire des molécules
amphiphiles a s’adsorber a I’interface [201,202]. L’équilibration s’effectue alors en deux
phases : une décroissance rapide due a la diffusion rapide des protéines a I’interface et une
décroissance lente en raison du ralentissement de 1’adsorption par la présence d’interactions
¢lectrostatiques et stériques a ’interface.
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Les courbes de mesure des tensions interfaciales sont tres similaires pour les deux
échantillons. Cependant, la tension interfaciale 1égérement inférieure obtenue avec les extraits
protéiques de soja peut étre reliée a la plus grande concentration en protéines des extraits de
soja (90% w/w) comparativement aux extraits de pois (75% w/w).

Ainsi, [utilisation d’extraits protéiques de pois et de soja permet de diminuer
significativement la tension interface entre 1’huile de tournesol et I’eau (24,2 mN/m) a 12,2 et
12,0 mN/m, respectivement. Les protéines de soja et de pois possédent donc de bonnes
propriétés émulsifiantes aux interface H/E expliquant en partie leur bonne efficacité pour la
stabilisation des émulsions.
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Figure 3-14 Tensions de surface obtenues en fonction du temps pour des interfaces huile de tournesol-
eau contenant des extraits protéiques de pois ou de soja dans la phase aqueuse
111.3.2.3. Sélection des paramétres d’atomisation

Avant d’effectuer les séchages des différentes émulsions formulées précédemment, la
sélection des parametres de séchage a été réalisée par comparaison de deux conditions.
L’émulsion stabilisée par des extraits protéiques de soja (E-PS) a éete utilisée pour effectuer
cette optimisation, selon le protocole décrit a la section 11.2.2.2.1.

Les deux conditions d’atomisation sélectionnées sont présentées au Tableau 3-4.

Tableau 3-4 Paramétres d'atomisation testés pour I'optimisation des conditions de séchage

Condition  Débit de pompage (mL/min)  Température d’entrée (°C)  Température de sortie (°C)
1 6 120 70+2
2 9 160 90+2
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La condition de sechage 1 correspond a des conditions de séchage douces. La température
d’entrée choisie (120 °C) est la température minimale permettant d’évaporer efficacement
I’eau (Tvap = 100 °C). Elle a été sélectionnée dans un premier temps afin de limiter au
maximum les phénomeénes de dégradation thermique de la matiére active. Afin d’effectuer
une évaporation efficace durant le processus, le débit de pompage de I’émulsion initiale a été
fixé a 20%, correspondant a 6 mL/min pour 1’émulsion utilisée. La condition de séchage 2
correspond a des parameétres fréquemment utilisés dans la littérature pour 1’encapsulation
d’huiles oxydables par séchage par atomisation [203]. La température d’entrée de 160 °C est
plus élevée que pour la condition 1. L’évaporation plus efficace réalisée a cette température
permet ainsi d’utiliser un débit de pompage plus important, 30%, correspondant a 9 mL/min
pour I’émulsion formulée.

Les résultats issus des caractérisations effectuées sur les poudres obtenues avec les deux
conditions sont présentés au Tableau 3-5. Ces caractérisations concernent le diamétre moyen
en volume des particules (ds3), le taux d’humidité, ’activité de 1’eau (aw), 1’efficacité
d’encapsulation (EE) et le temps d’induction (ou temps de stabilité oxydative) normalisé
(AIP).

Tableau 3-5 Résultats obtenus pour la caractérisation des poudres constituées des extraits protéiques
de soja et d’huile de tournesol et obtenues avec les conditions de séchage 1 et 2

Condition  daz(um)  Taux d’humidité (%) aw EE (%) AIP (h)
1 14,6 + 0,5 3,6+0,1° 0,281 + 0,0152 52+ 3° 1,63 + 0,45
2 8,9+ 0,12 15+1,18 0,269 + 0,0082 91 +1° 2,46 + 0,44

Tout d’abord, les résultats montrent un taux d’humidité inférieur pour les poudres obtenues
selon la condition 2. Le taux d’humidité, correspondant a la quantité totale d’eau dans un
échantillon, est un parametre essentiel a la caractérisation des poudres formulées pour des
applications alimentaires. Si le taux d’humidité de I’échantillon est élevé, des modifications
des propriétés du matériau d’enrobage pourront se produire [204]. Ces changements vont
concerner 1’augmentation de 1’adhésion des microparticules entre elles, pouvant entrainer la
formation de ponts entre particules aboutissant a des phénomenes de mottage, de rupture, de
relargage et donc d’oxydation de la maticére active durant le stockage [205,206,207,208].
Ainsi, malgré 1’ajustement du débit de pompage, le séchage effectué selon la condition 1 n’a
pas permis d’évaporer 1’eau aussi efficacement qu’avec la condition 2.

\

La valeur du taux d’humidité seule ne suffit pas a prédire la stabilité d’une poudre seche
alimentaire. En effet, des produits possédant le méme taux d’humidité ne présenteront pas
nécessairement la méme peérissabilité [209]. L’activité de 1’eau (aw) dépend également du taux
d’humidité d’un échantillon mais fournit des informations supplémentaires sur 1’association
de cette eau avec les autres constituants de 1’échantillon. Elle rend compte de 1’eau libre
accessible. C’est cette eau qui sera disponible pour un possible développement
microbactérien. En effet, lorsque 1’eau est liée aux protéines, par exemple, elle est moins
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disponible pour effectuer des réactions chimiques et servir de support au développement de
microorganismes. Un extrait protéique similaire ayant été utilisé pour la production de
poudres selon les deux conditions de séchage, aucune différence significative n’a été observée
pour I’aw des deux échantillons. En revanche, la meilleure efficacité de séchage réalisée dans
les conditions 2 a permis d’augmenter significativement I’EE (passant de 52 a 91%) en raison
de D’accélération de la formation de la crolte a la périphérie des gouttes entrainant une
meilleure rétention de I’huile a I’'intérieur des microparticules. En effet, dans le cas des
microparticules comportant un ratio huile/matiére enrobante important, comme c’est le cas
pour nos formulations, une température de séchage inférieure a 140°C n’est pas recommandée
car elle induit des faibles EE [210]. La plus grande quantité d’huile libre en surface ainsi que
la plus grande teneur en eau des poudres obtenues avec la condition 1 a également entrainé un
diametre moyen en volume (ds3) plus grand que celui des poudres obtenues avec la condition
2 (14,6 contre 8,9 um) en raison de I’agglomération des microparticules de plus petite taille
sur les éléments de plus grand diameétre. Ce phénomeéne est illustré par les fleches rouges de la
Figure 3-15. De plus, les mesures des AIP n’ont pas montré de détérioration thermique de
I’huile encapsulée par I’application de la condition 2, comparativement a la condition 1.

Fiu re 3-15 Images ESEM de microparcules constituées d’extrait rotique de soja et d’huile de
tournesol et obtenues avec les conditions de séchage 1 (gauche) et 2 (droite). Les fleches rouges
indiquent la présence d’agglomérats de microparticules.

* .

En raison de I’ensemble des résultats de caractérisation obtenus sur les deux échantillons, la
condition 2 (température de sechage de 160 °C et débit de pompage de 9 mL/min) a été
retenue pour effectuer les séchages par atomisation de cette étude.

I11.3.3. Caracteérisation des microparticules

Dans cette partie, les extraits protéiques de riz brun, chanvre, pois, soja et tournesol seront
notés PR, PC, PP, PS et PT, respectivement. Les microparticules formulées a partir de ces
mémes seront notees M-PR, M-PC, M-PP, M-PS et M-PT, respectivement.
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111.3.3.1. Taux d’humidité et activité de 1’eau des microparticules

Les taux d’humidité et les aw des extraits protéiques végétaux et des microparticules
formulées a partir de ces extraits sont présentés dans le Tableau 3-6.

Tableau 3-6 Taux d’humidité et activités de I’eau des extraits protéiques et des microparticules
correspondantes

Echantillons  Taux d’humidité (%)  Activité de I’eau

PR 5,2+0,8¢ 0,240 + 0,001¢
M-PR 2,3+0,1° 0,142 +0,011%
PC 8,2+0,8° 0,440 + 0,076¢
M-PC 2,1+0,3 0,202 + 0,022°
PP 58+0,7¢ 0,316 + 0,003f
M-PP 1,4+0,12 0,118 +0,019?
PS 7,2+0,7° 0,272 £ 0,005°
M-PS 1,6 +0,12 0,269 + 0,008°
PT 7,5+0,5° 0,358 + 0,0049
M-PT 20£0,1° 0,175 + 0,028

*0les moyennes suivies par des lettres différentes sont significativement différentes (p < 0,05)

Ce tableau nous montre une diminution des taux d’humidité et des activités de 1’eau des
microparticules, comparativement aux extraits protéiques natifs. Ainsi, le procédé de séchage
a permis d’évaporer efficacement 1’eau résiduelle contenue dans les matieres premieres.

De plus, les taux d’eau résiduelle des cing types de microparticules produites sont faibles
(1,5-2,3% w/w). A ce jour, il n’existe pas de spécification du taux d’humidité pour les
formulations alimentaires seches produites a partir de protéines végétales mais il pourrait étre
intéressant d’étudier les isothermes de sorption de ces poudres afin de déterminer des valeurs
seuil garantissant une bonne conservation des échantillons. Les microparticules ayant été
obtenues avec les mémes conditions de séchage, les légeéres différences observées parmi ces
taux d’humidité sont probablement dues a ’affinité des matériaux enrobants pour 1’eau et la
capacité de diffusivité de cette eau au sein des matrices polymériques. D’autres auteurs [168]
ont obtenu des taux d’humidité compris entre 3,90 et 4,25% pour leurs microparticules
formulées a partir d’isolats de protéines de pois et d’huile de lin et séchées a 150 °C, montrant
ainsi ’influence de la température de séchage sur le taux d’humidité du produit final.

Concernant les mesures d’aw, les valeurs sont toutes comprises entre 0,118 et 0,269,
confirmant I’efficacité de I’évaporation de I’eau durant 1’étape de séchage. De plus, ces
valeurs permettent d’assurer une bonne conservation des poudres puisqu’elles sont inférieures
a la valeur de référence de 0,6 garantissant une stabilité microbiologique [211].

Ces analyses confirment donc que les conditions de séchage appliquées ont permis d’évaporer

efficacement le solvant, garantissant ainsi une bonne conservation des microparticules durant
le stockage.
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111.3.3.2. Distribution de tailles et morphologies des microparticules

L’¢évaluation de la taille et de la morphologie générale des poudres est un parametre

fondamental pour 1’évaluation de I’efficacité de rétention de la mati¢re active au sein des
microparticules.

La Figure 3-16 montre les distributions de tailles des poudres formulées avec les différents
matériaux enrobants.

Agglomérats

- = M-PP
£ 6 —& M-PS
2 M-PC
- - M-PR
1 M-PT
2
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Taille des microparticules (pum)

Figure 3-16 Distributions volumiques de la taille des microparticules obtenues avec les différents
extraits protéiques

Cette figure montre des variations des profils de distribution entre les différents échantillons.
M-PS et M-PP possédent des populations monodisperses avec des dsz de 8,9 = 0,1 et
16,3 £ 3,2 um, respectivement, tandis que M-PR, M-PC et M-PT présentent des distributions
polydisperses. Les premiéres populations, apparaissant aux alentours de 10 pm, sont
principalement déterminées par le diameétre de la buse d’atomisation utilisée et des gouttes
d’aérosol produites [212]. Les autres populations visibles pour M-PR, M-PCet M-PT
correspondent a des agglomérats de plusieurs microparticules. La mauvaise solubilité des
extraits protéiques de riz brun et de tournesol ainsi que la faible quantité de protéines
présentes dans 1’extrait protéique de chanvre n’ont pas permis d’encapsuler efficacement
I’huile de tournesol au sein des microparticules, aboutissant ainsi a une forte quantité d’huile
libre & la surface des microparticules et a I’apparition d’agglomérats.

Des images obtenues par MEBE des poudres produites sont présentées sur la Figure 3-18.

D’importantes différences morphologiques sont visibles sur cette figure. Ces différences
concernent principalement les formes et les structures de surface. Les agglomérations de
M-PR, M-PC et M-PT, visibles sur les distributions de tailles présentées Figure 3-16, sont
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également observables sur les images de MEBE. Les images de M-PR montrent des amas de
microparticules possédant des surfaces a forte rugosité. Cette agglomération ne permet pas de
distinguer de microparticule individualisée. M-PT possede une surface plus lisse que M-PR
mais les microparticules apparaissent également fortement agglomérées. Concernant M-PC,
les images montrent une agglomération et la présence de pores a la surface des particules.

A l’inverse, M-PP et M-PS sont constituées de microparticules bien individualisées dont la
taille semble se situer aux alentours des 10 um, comme observé a la Figure 3-18. De plus,
leurs surfaces sont lisses, sans fentes ni fissures, observation pouvant prédire une faible
perméabilité au gaz et donc d’une bonne protection de I’huile encapsulée au sein des
microparticules. Les phénomenes de contraction des microparticules observables pour M-PS
et M-PP (fleches jaunes sur la Figure 3-18) ont également été décrits par
Tang et Li (2013) [161] sur leurs travaux d’encapsulation d’huile de soja dans des matrices
d’isolats de protéines de soja. Cette caractéristique proviendrait des propriétés élastiques de la
matiére enrobante lors du séchage. Selon Gong et al. (2016) [213], la formation rapide de la
crolte en périphérie de la goutte serait a 1’origine de ce phénoméne. Une crodte solide se
formant rapidement avant 1’évaporation de I’eau emprisonnée au sein de la matrice, les
microparticules résultantes prendraient la forme de structures « dégonflées ».

Cette structure a également été observée lors des analyses par microscopie confocale
(Figure 3-17). En effet, le Nile Red, colorant fluorescent marquant des constituants
hydrophobes ayant été utilisé initialement pour marquer I’huile en surface, a également
entrainé une coloration des régions hydrophobes des extraits protéiques permettant ainsi une
observation compléte de la surface des microparticules.

Figure 3-17 Image de M-PS obtenue par microscopie confocale

La rupture d’une microparticule de M-PP permet €galement d’observer la structure interne
des échantillons produits. Il s’agit d’une structure poreuse typique de type microsphére ou la
matiére active en enchassée dans un réseau de matiére enrobante sous la forme de gouttelettes.
La fléche rouge visible sur la Figure 3-18 indique la localisation d’une gouttelette d’huile au
sein de la matrice enrobante.
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Figure 3-18 Images obtenues par MEBE des différentes microparticules. La fleche rouge indique
I’emplacement d’une gouttelette d’huile au sein de la structure microparticulaire et les fleches jaunes
montrent les phénomeénes de contraction ayant eu lieu lors du séchage
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111.3.3.3. Efficacité d’encapsulation et stabilité oxydative des
microparticules

Afin d’évaluer I’efficacité de protection des maticres enrobantes sur la stabilité oxydative de
I’huile de tournesol, des tests d’oxydation en conditions accélérées a 100 °C ont été réalisés
grace a la méthode Rancimat juste apres récupération des poudres. Les temps d’induction (IP)
des microparticules ont été comparés a celui de ’huile de tournesol pure (Tableau 3-7).

Tableau 3-7 Temps d’induction (IP), efficacités d’encapsulation (EE) et rendements (Y) d’obtention
des microparticules comparés a I’huile de tournesol en batch (contrble)

Echantillon IP (h) EE (%) Y (%)
Huile de tournesol pure (contrdle) 9,50 + 0,10° - -

M-PP 21,36 + 0,444 88 £ 2° 57 + 147
M-PS 12,49 + 0,38° 91+1° 52+ 178
M-PC 9,72+0,13° 89+ 3° 56 £ 172
M-PT 7,20 £0,282 79 £ 42 54+ 32
M-PR 6,97 £ 0,072 69 £ 72 50 £ 147

*d|es moyennes suivies par des lettres différentes sont significativement différentes (p < 0,05)

Les résultats obtenus grace a ces tests montrent un IP de 9,50 h pour le controle. Les IP de
M-PS et M-PP sont significativement supérieurs a celui de 1’huile non-encapsulée. lls
présentent des valeurs de 12,49 et 21,36 h, respectivement. Ces résultats sont donc en accord
avec les précédentes observations effectuées sur la solubilité des extraits protéiques, la
distribution de tailles des gouttelettes d’émulsion ou encore la morphologie des
microparticules. A titre comparatif, des auteurs ayant formulé des microparticules constituées
d’un mélange de dextrine et d’isolats de protéines de lait pour la protection d’huile de
tournesol, concentrée a 33,2% w/w et enrichies en molécules antioxydantes d’origine
végétale, ont obtenu un IP de 16,26 h pour leurs microparticules, contre 7,03 h pour le
controle, ¢’est-a-dire un gain de 9,23 h [214]. Ce gain de stabilité oxydative est donc inférieur
a celui obtenu avec M-PP (11,86 h), microparticules ayant été formulées sans ’addition de
molécules oxydantes ou de polysaccharides et dont la matiére active a été concentrée a
50% w/w dans la poudre.

Dans le cas de I'utilisation d’extraits protéiques de chanvre, I’encapsulation n’a pas montré
d’amélioration significative sur la stabilité oxydative de I’huile de tournesol, avec un IP de
9,72 h.

Les microparticules formulées a partir des extraits protéiques de tournesol et de riz brun
montrent des IP significativement inférieurs a celui de I’huile non encapsulée. Cette
diminution de la stabilit¢ oxydative comparativement a I’huile de tournesol pure peut
s’expliquer par différents facteurs. Tout d’abord, la transformation de 1’huile sous forme de
gouttelettes va entrainer une augmentation de la surface de contact et donc une plus grande
sensibilité a 1’oxydation. De plus, la mauvaise encapsulation réalisée a partir de ces extraits
protéiques a conduit & une grande quantit¢ d’huile en surface des microparticules, huile
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directement en contact avec le milieu extérieur et ayant subi une chauffe lors du procédé de
séchage par atomisation.

Les valeurs d’EE sont en accord avec les observations microscopiques (Tableau 3-7). En
effet, M-PT et M-PR possedent des EE significativement inférieures (79 et 69%,
respectivement) a celles de M-PP, M-PS et M-PC (93, 91 et 89%, respectivement). La bonne
rétention de I’huile de tournesol a D’intérieur de M-PC, M-PS et M-PC permet donc
d’expliquer en partie la meilleure stabilité oxydative de ces échantillons.

Concernant les valeurs des rendements d’obtention des différentes microparticules, aucune
différence significative n’a été observée. En effet, le mode de récupération étant manuel (la
poudre est récupérée par raclage des parois du cyclone et du collecteur), d’importants écart-
types ont été obtenus. Les valeurs moyennes se situent toutes autour des 50%, les importantes
pertes étant dues au caractére collant des poudres contenant une forte proportion de matiere
active hydrophobe.

111.3.3.4. Cinétiques de vieillissement

Toutes les huiles et tous les corps gras subissent des phénomenes d’oxydation dans le temps.
L’un des objectifs de cette these est donc d’augmenter la stabilité oxydative des huiles
oxydables lors de I’étape de stockage.

La cinétique de l’oxydation dépend, dans un premier temps, de facteurs intrinseques,
c’est-a-dire du profil en acides gras, de la présence de constituants minoritaires et de la qualité
du procéd¢ ayant permis d’obtenir le produit. Dans un second temps, ce sont les facteurs
externes qui vont intervenir, tels que la température de stockage, le contact avec I’oxygene
atmospherique et la lumiére. L’analyse au Rancimat permet d’obtenir des informations sur le
temps de stabilité d’un corps gras. Afin de mesurer les IP a différents temps de stockage, les
poudres ayant montré les meilleurs résultats, M-PP et M-PS, ainsi que les huiles pures ayant
servi a les formuler, ont été placées a 25 °C pour effectuer les cinétiques de vieillissement par
mesure des indices de stabilité oxydative a différents temps. Ainsi, les cinétiques de stabilité
oxydative de M-PS et M-PP ont été analysées par prélévement d’une quantité de poudre a
différents temps de stockage (Figure 3-19).

Ces résultats montrent une décroissance plus rapide des IP pour les huiles encapsulées,
comparativement aux huiles pures. Deux hypothéses permettraient d’expliquer ce phénomene.
La premiere hypothése consiste a considérer que I’huile est relarguée au cours du stockage, la
rendant plus accessible pour les attaques oxydatives. Ainsi la stabilité oxydative aurait
tendance a décroitre plus rapidement que celle de I’huile de contrdle. La deuxiéme hypothese
suppose un effet synergique de 1’oxydation des extraits protéiques et de 1’huile de tournesol,
accélérant ainsi I’oxydation de la matiére active encapsulée.

L’huile de tournesol encapsulée dans des extraits protéiques de soja ayant montré un IP plus
faible que celui de I’huile encapsulée dans des extraits protéiques de pois a to, cette
décroissance accelérée a conduit & un croisement des courbes plus précoce pour cet
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échantillon. En effet, au bout d’environ 10 jours de stockage, 1’huile encapsulée retenue dans
M-PS a montré un IP inférieur a celui de I’huile de tournesol pure. Ce croisement se produit
au bout d’environ 190 jours de stockage pour I’huile encapsulée dans M-PP, montrant une
protection et une rétention de I’huile nettement améliorée par [’utilisation des extraits
protéiques de pois, contrairement aux extraits protéiques de soja.

Cependant, on peut voir que, méme dans le cas de M-PP, ce croisement se produit avant la
date de durabilit¢ minimale indiquée sur la bouteille d’huile (marque rouge de la
Figure 3-19), ce qui montre que les encapsulations n’améliorent pas suffisamment la stabilité
oxydative de I’huile de tournesol sur le long terme.
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Figure 3-19 Stabilités oxydatives de I’huile de tournesol encapsulée dans des extraits protéiques de
soja (A) et dans des extraits protéiques de pois (B) (courbes noires) et comparées a la stabilité
oxydative de I’huile de tournesol ayant servi a formuler les microparticules (courbes grises)

De plus, malgré une bonne répétabilité des résultats obtenus et la facilité d’utilisation de la
méthode Rancimat, les études en vieillissement nous ont amené a remettre en question la
fiabilité de cette technique pour la prédiction de la stabilité oxydative a to de corps gras
présents dans des systemes complexes. En effet, cette analyse ne prend pas en compte certains
phénomenes tels que le relargage lors du stockage et son influence sur le temps de stabilité.
Elle semble donc davantage adaptée a 1’étude et a la comparaison de composés sous leur
forme pure. En effet, une fois le corps gras introduit dans des formulations alimentaires, cette
relation n’est plus linéaire [215]. Cependant, contrairement aux méthodes de mesure de
I’indice de peroxyde, l’analyse au Rancimat ne nécessite pas d’extraction de I’huile
encapsulée, étape pouvant entrainer des risques de détérioration de la matiére active et permet
ainsi de tester la stabilité oxydative du composé directement sur la poudre. Ainsi, il a été
décidé de continuer I’analyse au Rancimat pour la suite des tests, en complétant les mesures a
toainsi par des analyses apres différents temps de stockage.

[11.3.4. Application a I’huile de lin

L’huile de tournesol est une huile végétale riche en AGPI de type w-6. La quasi-totalité des
AGPI la constituant sont des acides linoléiques (LA). Afin d’évaluer 1’effet de 1’encapsulation
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sur une matiere active riche en AGPI de type w-3, de I’huile de lin a été utilisée pour réaliser
des microencapsulations similaires a celle de 1’huile de tournesol, ¢’est-a-dire en utilisant des
matrices enrobantes constituées d’extraits protéiques de pois et de soja.

111.3.4.1. Caractérisations des émulsions

Dans cette partie, les émulsions formulées a partir d’huile de lin et d’extraits protéiques de
pois et de soja seront notées E-PP(L) et E-PS(L), respectivement.

Les résultats des ESI de E-PP(L) et E-PS(L) sont présentés sur la Figure 3-20.
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Figure 3-20 Photos et ESI des émulsions formulées a partir d’huile de lin et d’extraits protéiques de
pois (E-PP(L)) et de soja (E-PS(L)). Pour chaque formulation, I’éprouvette de gauche représente
I’émulsion formulée par agitation mécanique et I’éprouvette de droite représente la méme émulsion
mais dont le pH a été ajusté a 7,8 et stabilisée par deux passages a I’HHP a 400 bars

Concernant les émulsions formulées par agitation mécanique a 1’Ultra-Turrax, les résultats
montrent une déstabilisation de E-PP(L) et une parfaite stabilité de E-PS(L) aprés 24 h de
repos. Ces résultats sont donc en accord avec ceux obtenus pour les émulsions formulées a
partir d’huile de tournesol. Dans le cas des émulsions obtenues apres traitements
d’optimisation, les ESI mesurées sont égales a 100% apres 24 h de repos a température
ambiante, démontrant ainsi D’efficacité des conditions préalablement définies pour
I’émulsification d’huile de tournesol. Cette figure nous permet également d’observer un
éclaircissement des émulsions obtenues apres traitements d’optimisation, phénomene typique
d’une diminution de la taille des gouttelettes dispersées.

Le changement de distribution de tailles des gouttelettes entre les deux procédés est présenté a
la Figure 3-21.
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Figure 3-21 Distributions de tailles des éléments dispersés présents dans les émulsions avant (courbes
bleues) et aprés traitements d'optimisation (courbes rouges)

De la méme mani¢re que pour les émulsions formulées a partir d’huile de tournesol,
I’émulsification par passage a 'HHP a permis de réduire significativement la taille des
populations de E-PP(L) et E-PS(L). Les distributions sont similaires a celles obtenues pour
E-PP et E-PS (Figure 3-13). En effet, les diamétres des populations majoritaires sont passees
de 36,5 a 0,3 um et de 84,3 a 0,5 um pour E-PP(L) et E-PS(L), respectivement
(Tableau-3-8).

La réduction de la taille des gouttelettes est également visible sur la Figure 3-22.

Les viscosités des émulsions sont également présentées au Tableau 3-8. Tout comme les
émulsions formulées a partir d’huile de tournesol, les traitements d’optimisation ont permis
d’obtenir des émulsions de trés faibles viscosités comprises 2 et 5 mPa.s garantissant une
bonne formation de [’aérosol lors du procédé¢ de séchage. Ces traitements ont été

particulierement efficaces pour la réduction de la viscosité de E-PS(L), passant de 281,0 a 2,3
mPa.s.

Tableau 3-8 Distributions de tailles en volume et viscosités des émulsions stabilisées a partir d’huile
de lin et des extraits protéiques de pois (E-PP(L)) et de soja (E-PS(L))

Echantillon Distribution de tailles (um) Viscosité apparente a 100 s
(mPa.s)
uT” pH + HHP™ uT pH + HPH
Population 1  Population2  Population1  Population 2
E-PP(L) 365+1,7° - 0,3+0,1? 32+0,3 6,0+0,32 4,2 +0,2°
E-PS(L) 10,1+1,8* 843 0,5+0,1? - 281,0£0,1° 2,3+0,22

*d|es moyennes suivies par des lettres différentes sont significativement différentes (p < 0,05)
“UT: émulsions préparées par pré-émulsification & I’Ultra-Turrax
“pH+HPH: émulsions stabilisées par ajustement du pH et passages a I’homogénéisateur & haute pression

113



Chapitre ITI. Etude de différents procédés d’encapsulation

o > <

»

e b Pl (3
DB sa O'o 5 09
R Oef
SR OEE O <0
o .32 E 0.-.%.0
° o Q '-,'Qo °'°'. . oo
o ° o % d o 205 ¢ o A
° < Q° e 0! ) ° °
00 *© -.'o_ o o ° (4
S Biate o °0
20 ym O 8% e 20 ym
e n°°°.’.°'o°:0° D
E-PS(L)
20 ym

20 ym

Figure 3-22 Images microscopiques des émulsions obtenues avant (images du haut) et aprés
traitements d'optimisation (images du bas)

111.3.4.2.

Caractérisations des microparticules

Dans cette partie, les microparticules formulées a partir d’huile de lin et d’extraits protéiques
de pois et de soja seront notées M-PP(L) et M-PS(L), respectivement.

Des images obtenues par MEBE sont présentées a la Figure 3-23.

2Ia obten par ME irts

microparticules
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Les structures externes de M-PP(L) et M-PS(L) sont trés similaires a celles observées pour
M-PP et M-PS (Figure 3-18). En effet, elles sont constituées de microparticules dont les
surfaces sont lisses, sans fentes ni fissures, observation pouvant prédire une faible
perméabilit¢ au gaz et donc d’une bonne protection de I’huile encapsulée au sein des
microparticules. La contraction de M-PS(L) est également visible sur cette image. En
revanche, un phénoméne d’agglomération est visible pour M-PP(L). En effet, 1’analyse
MEBE ayant été effectuée plusieurs semaines aprées la formulation de la poudre, une relargage
d’huile a eu lieu et a entrainé I’apparition d’amas de microparticules.

Afin d’évaluer ’efficacité de protection des matiéres enrobantes sur la stabilité oxydative de
I’huile de lin, des tests d’oxydation en conditions accélérées a 100 °C ont également été
réalisés grace a la méthode Rancimat juste aprés la récupération des poudres. Les temps
d’induction (IP) des microparticules ont ¢ét¢ comparés a celui de I’huile de lin pure
(Tableau 3-9).

Tableau 3-9 Temps d’induction des microparticules comparées a 1’huile de lin en batch (contrdle)

Echantillon IP (h)

Huile de lin pure (contrble) 3,830,012
M-PP(L) 18,79 + 0,36°
M-PS(L) 17,38 +0,14°

&¢les moyennes suivies par des lettres différentes sont significativement différentes (p < 0,05)

Les résultats obtenus grace a ces tests montrent un IP de 3,83 h pour le contréle. La valeur du
temps d’induction de I’huile de lin pure est donc nettement inférieure a celle de I’huile de
tournesol (9,50 £ 0,10 h). En effet, I’ AGPI majoritaire de I’huile de lin est de type -3, I’acide
a-linolénique (ALA), elle en contient environ 50% w/w. Hors, la position et le nombre
d’insaturations présentes sur la chaine aliphatique de cet acide gras rendent 1’huile de lin plus
sensible aux attaques oxydatives, ce qui explique pourquoi son IP est nettement inférieur a
celui de I’huile de tournesol.

Concernant les microparticules, la protection par les extraits protéiques de pois et de soja a
permis d’augmenter significativement I’IP de I’huile de lin, avec des valeurs de 18,79 et
17,38 h, respectivement. De la méme maniere que pour I’encapsulation d’huile de tournesol,
I’utilisation des extraits protéiques de pois a montré une meilleure efficacité que celles des
extraits protéiques de soja.

Ces valeurs d’IP sont nettement supérieures a celles retrouvées dans la littérature pour
I’encapsulation d’huile de lin par séchage par atomisation.

Les resultats obtenus au Rancimat par Gallardo et al. (2013) [216] pour les microparticules
formulées a partir d’huile de lin (linseed oil) et de gomme arabique (M-GA), d’un mélange de
gomme arabique et de maltodextrine (M-GA/MD) ou d’un mélange de gomme arabique, de
maltodextrine et d’isolat de protéines de blé (M-GA/MD/WPI) sont présentés a la
Figure 3-24. Cette figure montre que I’ensemble des microparticules formulées présentent
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des IP inférieurs & ceux obtenus pour nos formulations. En calculant les valeurs normalisées
d’IP par rapport a la valeur de référence (AIP), on obtient 1,6, 5,8 et 7,3 h pour les trois
formulations, contre 13,55 et 14,96 h pour M-PS(L) et M-PP(L), respectivement.

v Induction time
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2 2.2h
% M-GA/MD
j.Sh'
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Bh
- _ M-GA/MD/WPI
- 95h y
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Figure 3-24 Courbes d’oxydation obtenues par tests accélérés au Rancimat a 100 °C pour différents
échantillons d’huile de lin encapsulée et comparés a de 1’huile de lin pure [216]

Une autre étude a testé I’encapsulation par freeze-drying (FDM) et spray-drying (SDM)

d’huile de lin dans différents ratios de protéine et de gomme de lin (Figure 3-25) [170].
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Figure 3-25 Courbes d’oxydation obtenues par tests accélérés au Rancimat a 90 °C pour différents
échantillons d’huile de lin encapsulée et comparés a de 1’huile de lin pure [170]
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Cette figure montre que 1’ensemble des microparticules posseéde des IP inférieurs a 10 h, avec
un contréle (FO) d’environ 4,5 h. Quatre poudres formulées sur les six présentent méme des
IP inférieurs a ceux du contrdle. Ces valeurs sont donc également nettement inférieures a
celles que nous avons obtenues dans cette étude.

Par la suite, les échantillons ont été placés en stockage afin de réaliser les tests en
vieillissement. Les stabilités oxydatives de ces deux poudres sont présentées a la Figure 3-26.

20 1 20 T
15 - 15 \
:5 Huile pure ‘;—:
- 10 + —e—Huile encapsulée - 10 +

—Date de durabilité minimale
0 , . . \‘A 0

0 50 l(l}(l 1 :I*() Z(I)(l 250 3{;() 350 0 SI(J 160 l:"\ﬂ 2£10 2;() S(I)U 350
Temps (jours) Temps (jours)
Figure 3-26 Stabilités oxydatives de I’huile de lin encapsulée dans des extraits protéiques de soja (A)
et dans des extraits protéiques de pois (B) (courbes noires) et comparées a la stabilité oxydative de
I’huile de lin ayant servi a formuler les microparticules (courbes grises)

A partir de ces graphes, on peut voir que I’huile de lin est totalement oxydée au bout de 100
jours environ, contrairement a I’huile de tournesol qui s’oxyde de facon beaucoup plus
tardive. Cette différence se traduit également par une date de durabilité minimale plus précoce
(droites rouges).

Concernant 1’huile encapsulée, on observe une décroissance moins rapide du temps de
stabilité oxydative de I’huile de lin comparativement a I’huile de tournesol.

En comparant les deux échantillons, on peut également observer une décroissance ralentie de
la production de composés volatiles issus de 1’oxydation de I’huile encapsulée dans des
extraits protéiques de pois, comparativement a 1’huile protégée par les extraits protéiques de
soja. Une observation similaire avait été faite dans la cadre de ’encapsulation d’huile de
tournesol.

Les résultats obtenus montrent donc une meilleure stabilité oxydative de I’huile de lin
encapsulée, comparativement a I’huile de tournesol. Le procédé développé semble donc
particuliérement adapté a la protection d’huiles treés sensibles a 1’oxydation. Concernant la
comparaison de ’efficacité des deux extraits protéiques, les extraits protéiques de pois ont
montré une meilleure protection a to ainsi qu’en stockage, a la fois pour 1’huile de tournesol et
pour I’huile de lin.
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I11.4. Conclusions

Ce premier chapitre de résultats et discussion avait pour objectif d’étudier deux procédés
d’encapsulation pour la protection d’huiles végétales riches en AGPI.

Dans un premier temps, des sphérifications par gélification d’alginate de sodium ont été
réalisées afin de produire des billes micrométriques. L’utilisation de ce procédé innovant a
nécessité la mise en place de différents montages experimentaux ayant conduit a la production
des billes de morphologies variables. Malgré des premiers résultats prometteurs, les
difficultés rencontrés ainsi que le manque de temps ont conduit a la focalisation de cette étude
sur un autre procédé d’encapsulation, le séchage par atomisation.

Ainsi, la premiére partie de cette étude avait pour objectif de fournir une analyse comparative
de I'utilisation de cinq extraits protéiques végétaux pour I’encapsulation d’huiles végétales
riches en AGPI par séchage par atomisation afin d’en améliorer la stabilité¢ oxydative. Les
microparticules obtenues ont montré de faibles taux d’humidité et de faibles activités de ’eau,
validant les conditions de séchage appliquées pour leur obtention et garantissant leur bonne
conservation. Ces résultats ont également montré que la nature de I’extrait protéique utilisé
avait une grande influence sur la stabilité oxydative de I’huile encapsulée. Un récapitulatif de
I’efficacité de ces cinq extraits protéiques sur les différents paramétres évalués dans cette
partie est présenté au Tableau 3-10.

Tableau 3-10 Résumé de I’efficacité des extraits protéiques sur I’ensemble des paramétres évalués
dans cette étude

Extraits protéiques issus des graines de

Paramétres

Riz brun Chanvre Pois Soja Tournesol
Caractérisations des extraits purs
Composition en fractions protéiques - * + + +
Solubilité - + + + -
Caractérisations des émulsions
Stabilité * + + + +
Distribution de tailles - - + + -
Caractérisations des microparticules
Taux d’humidité et activité de ’eau + + + + +
Morphologie - + + + -
Stabilité oxydative - + + + -

Note: + effet positif sur le paramétre, - effet négatif sur le paramétre, + effet acceptable sur le paramétre
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Les informations apportées par ce tableau montrent que les extraits protéiques de pois et de
soja sont des matériaux adaptés a I’encapsulation et a la protection d’huiles oxydables. Grace
a I’étude des cinétiques de vieillissement, 1’utilisation des extraits protéiques de pois a montré
une efficacité nettement supérieure a celle des extraits protéiques de soja pour 1I’encapsulation
d’huiles alimentaires oxydables. C’est donc cet extrait qui a été retenu pour effectuer la suite
des essais. En effet, son utilisation a montré une protection particulierement efficace pour
I’encapsulation d’huile hautement sensible a 1’oxydation, telle que I’huile de lin. Concernant
la protection d’huile de tournesol, des résultats trés prometteurs ont été obtenus, nécessitant
néanmoins un renforcement de la matrice protectrice par I’addition d’un composé d’enrobage
secondaire afin de ralentir les phénoménes de relargage et de maintenir une bonne protection
lors du stockage. Ainsi, I’étude de I’addition de différents polysaccharides en tant que matiére
enrobante secondaire fera donc 1’objet du prochain chapitre de ce manuscrit.
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Chapitre IV. Renforcement de la matrice enrobante par 1’utilisation de polysaccharides

IV.1. Préambule

Dans le cas de I’encapsulation de matieres actives hydrophobes par le procédé de séchage par
atomisation, un matériau enrobant efficace doit posséder des propriétés émulsifiantes et de
formation de film performantes. De plus, il ne doit pas induire d’augmentation trop
importante de la viscosité afin que 1’émulsion initiale puisse étre correctement séchée. Des
matériaux possédant I’ensemble de ces caractéristiques sont rares.

Dans le chapitre précédent, nous avons vu que les protéines de pois (et dans une moindre
mesure les protéines de soja) sont des matériaux efficaces pour I’encapsulation d’huiles
vegetales riches en AGPI, et plus particuliérement pour les huiles riches en AG de type »-3,
telle que I’huile de lin. Ces performances ont été reliées aux propriétés émulsifiantes efficaces
de ces biopolyméres. Cependant, leur capacité de formation de films mériterait d’étre
améliorées dans le cas de ’encapsulation d’huiles riches en AGPI de type »-6. En effet, une
perte d’efficacité a été observée lors du stockage, en raison d’une crolte relativement
perméable ayant probablement entrainé au relargage de la matiére active au fil du temps.
D’aprés la littérature, les polysaccharides ne peuvent pas étre utilisés sans I’ajout d’additifs en
raison de leurs faibles propriétés interfaciales, mais leur combinaison avec d’autres
biopolymeéres ou molécules tensioactives permet de modifier les propriétés de formation de la
crolte et d’augmenter la concentration en matiere solide sans trop augmenter la viscosité des
émulsions, conduisant ainsi a une meilleure protection de la matiére active [210]. De plus,
I’utilisation de certains polysaccharides a faibles poids moléculaires peut conduire a une
modification de la température de transition vitreuse de la matrice enrobante et une
accélération de la formation de la crolte en périphérie des gouttes produites lors du procédé
de séchage par atomisation [203,218]. En effet, I’efficacité de la combinaison entre protéines
et polysaccharides a été démontrée et I’utilisation de certaines combinaisons a parfois permis
d’améliorer les performances de protection de matiéres actives par le procédé de séchage par
atomisation [203].

Ainsi, dans la premiére partie de ce chapitre, un essai préliminaire a été réalisé en utilisant un
biopolymere possédant a la fois une structure polysaccharidique et une fraction protéique liées
de facon covalente, la gomme arabique (GA), comme matériau enrobant pour I’encapsulation
d’huile de tournesol. En effet, les gommes, et plus particuliérement la GA, sont trés utilisées
pour la microencapsulation de matieres actives hydrophobes en raison de leur structure
particuliere leur conférant des propriétés de formation de films et de stabilisation d’émulsions.

Dans une deuxiéme partie, I’extrait protéique le plus efficace, c¢’est-a-dire I’extrait protéique
de pois, a été utilisé en association avec différents polysaccharides afin de renforcer les
propriétés filmogenes de la matrice enrobante. Ainsi, quatre polysaccharides possedant des
propriétés variées ont été etudiés: il s’agit de ’alginate de sodium, de I’inuline, de la
maltodextrine et de la pectine.
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La derni¢re partie de ce chapitre concerne I’optimisation des conditions d’incorporation du
polysaccharide ayant montré les meilleurs effets sur I’amélioration de la stabilité oxydative de
I’huile de tournesol.

IV.2. Test préliminaire d’utilisation de la gomme arabique

L’émulsion et la poudre formulées a partir de gomme arabique (GA) et d’huile de tournesol
seront notées E-GA et M-GA, respectivement.

IV.2.1. Caractérisations de 1’émulsion

Dans cette partie, des concentrations de 10% w/v de GA et d’huile de tournesol ont été
utilisées afin d’obtenir un ratio matiére enrobante/matiére active de 1:1 identique & celui
retenu pour les émulsions formulées a partir des extraits protéiques purs.

Des conditions d’homogénéisation similaires a celles réalisées dans le cadre du précédent
chapitre ont été utilisées pour produire les émulsions. Ainsi, une pré-émulsion a été réalisée
par mélange des deux phases a 1I’UT, suivie par une homogénéisation a ’HHP sur deux
passages a 400 bars. Ici, le pH de la solution de mati¢re enrobante n’a pas été modifié. En
effet, la GA étant un dérivé polysaccharidique, elle posséde une bonne solubilité sur une large
gamme de pH, contrairement aux protéines. Le pH obtenu pour cette solution était donc de
4,79. Les distributions de tailles des émulsions sont présentées a la Figure 4-1.
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Figure 4-1 Distributions de tailles des gouttelettes d'émulsion de E-GA par homogénéisation a I’'UT
(courbe bleue) et aprés traitement a I’HHP (courbe rouge)

Les résultats obtenus nous montrent des distributions de tailles relativement unimodales. De
plus, le traitement a ’HHP semble étre efficace pour réduire la taille des gouttelettes d’huile
dispersée stabilisées par de la GA. En effet, le ds3 passe de 21,5 + 0,7 a 6,5 + 0,1 um. En
revanche, la taille des gouttelettes obtenues apres traitement a ’HHP est significativement
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supérieure a la population majoritaire obtenue pour E-PP (0,2 um), suggérant des propriétés
émulsifiantes moins efficaces pour la GA, comparativement aux protéines de pois.

Concernant les données rhéologiques, E-GA a montré une faible viscosité apparente a 100 s*,
pouvant prédire une bonne formation de 1’aérosol durant le procédé de séchage. Le traitement

a ’HHP a également conduit a une diminution de cette viscosité, passant de 2,2 + 0,1 a
1,5+ 0,1 mPa.s.

En réponse a ces résultats, le traitement & ’HHP a été appliqué a I’émulsion destinée a étre
séchée afin de réduire la taille des gouttelettes dispersées et ainsi améliorer I’efficacité de
rétention de I’huile au sein des microparticules.

IV.2.2. Caracteérisations des microparticules

Les valeurs de rendement, de taux d’humidité, de distribution de tailles, d’efficacité
d’encapsulation (EE) et de temps de stabilité oxydative normalisé (AIP) pour la production de
M-GA ont été obtenues lors des caractérisations.

L’EE de M-GA (69 * 5%) est significativement inférieure a celle de M-PP (88 + 2%). Cette
différence d’EE est principalement liée a ’utilisation de matrices enrobantes de natures
différentes, c’est-a-dire a la taille de chaines des biopolyméres ou encore a leur affinité avec
I’huile. Nous pouvons également regrouper ce résultat avec des gouttelettes d’émulsion de
plus grande taille pour E-GA, ayant conduit a une encapsulation moindre et une plus grande
quantité d’huile a la surface des microparticules. Cette plus grande quantité d’huile en surface
permettrait également d’expliquer un moins bon rendement (49% contre 57% pour M-PP) en
raison d’une plus grande adhésion des microparticules sur les parois de I’atomiseur, ainsi
qu’une diminution de la stabilité¢ oxydative de I’huile encapsulée comparativement a 1’huile
en batch (AIP de -1,16 £ 0,23 h).

La distribution de tailles de M-GA est visible sur la Figure 4-2. La valeur de dsz mesurée est
égale a 18,7 £ 0,3 pum.

Des images obtenues par MEBE de M-GA sous deux grossissements sont présentées a la
Figure 4-3. Ces images nous permettent d’observer que la poudre est majoritairement
constituée d’agglomérats de microparticules (image de gauche). En observant les structures a
un plus fort grossissement, la présence de fines microparticules adhérant a la surface de
microsphéres de plus grande taille (fleche rouge) est visible. En dépit de la présence
d’agglomérats, ces images nous montrent un réel changement de la structure de surface de M-
GA comparativement a celles des microparticules formulées a partir d’extraits protéiques
(voir la Figure 3-18). En effet, la cro(te apparait plus lisse et sans pores visibles et les
microparticules semblent posséder une forme plus sphérique, indiquant des propriétés
filmogeénes plus efficaces pour GA comparativement aux protéines. Une structure sphérique
similaire a été observée par Sittipummongkol et Pechyen (2018) [218] pour leurs
microparticules formulées a partir d’huile de neem et de gomme arabique.
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Figure 4-2 Distribution volumique de la taille des microparticules de M-GA

Figure 4-3 Images obtenues en MEBE (250 x et 2500 x) de M-GA

Ainsi, malgré la présence d’une fraction protéique dans la structure de la GA, son utilisation,
en tant qu’agent émulsifiant et matiére enrobante pour [’encapsulation par séchage par
atomisation, n’a pas permis d’atteindre des efficacités similaires a celles des extraits
protéiques de pois (et de soja) pour I’amélioration de la stabilit¢ oxydative de 1’huile de
tournesol dans les conditions sélectionnées pour cette étude. Ces résultats sont en adéquation
avec les études retrouvées dans la littérature sur 1’utilisation de gomme arabique pour
I’encapsulation d’huiles sensibles a 1’oxydation. En effet, malgré sa spécificité structurale, la
gomme arabique est couramment utilisée en association avec d’autres biopolyméres. Ainsi,
des études ont porté sur 1’encapsulation d’huiles sensibles par 1’utilisation de différents
complexes :  B-cyclodextrine/gomme arabique/caséinate de sodium [219], gomme
arabique/caséinate de sodium [220] ou encore maltodextrine/protéines du lactosérum/gomme
arabique [221], par exemple. En revanche, son utilisation a montré une modification des
propriétés de surface des microparticules produites, pouvant suggérer une amélioration des
propriétés de formation de films.

125



Chapitre IV. Renforcement de la matrice enrobante par 1’utilisation de polysaccharides

Ainsi, ces tests préliminaires nous ont amené a étudier I’impact de I’addition de différents
polysaccharides, en association avec les extraits protéiques de pois, afin d’améliorer la qualité
de la crolte formée a la surface des microparticules et de limiter les phénomeénes de relargage
d’huile au cours du stockage.

IV.3. Etude comparative de I’utilisation de quatre polysaccharides

Dans cette partie, les protéines de pois ont été combinées avec quatre polysaccharides afin de
renforcer les propriétés filmogénes de la matrice enrobante : il s’agit de 1’alginate de sodium,
de I’inuline, de la maltodextrine et de la pectine.

Les alginates ont la capacité a réticuler et a former des gels en présence de cations divalents.
Cette caractéristique en fait des matrices efficaces pour I’immobilisation de matiéres actives
par le procédé de gélification externe (voir section 1.2.3.2.2). Cependant, & notre
connaissance, trés peu d’études ont évalué¢ 1’utilisation d’alginate pour le renforcement de
matrice enrobante pour 1’encapsulation de matiéres actives par spray-drying.

Les inulines possedent des propriétés nutritionnelles trés intéressantes (voir section 1.2.2.2).
Cependant, leur utilisation pour la protection de matieres actives par séchage par atomisation
a été tres peu étudiée [222].

Les maltodextrines ont ét¢ davantage étudiées pour 1’encapsulation par spray-drying.
L’utilisation de molécules a hauts « dextrose équivalent » (D.E.), c’est-a-dire compris entre
10 et 20, est davantage retrouvée dans la littérature car elles présentent une meilleure
solubilité dans les solutions aqueuses et n’entrainent pas de forte augmentation de la viscosité
lorsqu’elles sont ajoutées [222]. Cependant, des études ont montré que leur faible poids
moléculaire ne leur permet pas de retenir efficacement les composés organiques volatils
[223]. Les maltodextrines sélectionnées pour cette étude possedent donc un D.E. compris
entre 4 et 7 afin de maintenir une relativement faible viscosité, tout en améliorant leur
propriété de barriére face au passage de composés volatils.

Enfin, les pectines sont des polysaccharides non dégradés par les enzymes intestinales. Ainsi,
elles sont couramment utilisées pour 1’encapsulation de matieres actives pharmaceutiques
destinées a étre relarguées dans le tractus gastro-intestinal [224]. Néanmoins, elles ont été tres
peu étudiées pour la microencapsulation de principes actifs alimentaires.

IV.3.1. Caractérisations des émulsions

Les émulsions formulées a partir des extraits protéiques de pois seuls ou en association avec

de I’alginate de sodium, de I’inuline, de la maltodextrine ou de la pectine seront notées E-PP,
E-PP/A, E-PP/I, E-PP/M et E-PP/P, respectivement.

Iv.3.1.1. Stabilité des émulsions

Afin d’évaluer la validité des conditions d’émulsification retenues au chapitre précédent, les
émulsions formulées a partir de 12% w/v de matiére enrobante (10% w/v d’extraits protéiques
de pois et 2% w/v de polysaccharides) et de 10% w/v d’huile de tournesol ont été préparées
en appliquant les traitements d’optimisation (modification du pH a 7,8 et deux passages a
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I’HHP a 400 bars), versées dans des éprouvettes graduées et mises au repos durant 24 h a
température ambiante afin d’en évaluer les ESI et de les comparer aux émulsions préparées
par homogénéisation a 1’Ultra-Turrax (Figure 4-4).

8% 100% 32% 100% 36% 100% 80% 100%

Figure 4-4 Photos et ESI des émulsions H/E stabilisées a partir des extraits protéiques de pois et des
différents polysaccharides apres 24 h de repos. Pour chaque formulation, 1’éprouvette de gauche
représente I’émulsion formulée par agitation mécanique et 1’éprouvette de droite représente la méme
émulsion mais dont le pH a été ajusté a 7,8 et stabilisée par deux passages a I’HHP a 400 bars

Cette figure montre que les émulsions obtenues montrent une bonne stabilité avec des ESI de
100%, validant ainsi les conditions d’émulsification préalablement déterminées. Ainsi, ces
conditions ont également été appliquées pour la production d’émulsions H/E composées
d’huile de tournesol et de matiéres enrobantes constituées d’un mélange d’extraits protéiques
de pois et de polysaccharides.

IvV.3.1.2. Distribution de tailles et viscosité des émulsions

Les distributions de tailles des éléments dispersés contenus dans les émulsions avant et aprés
traitements d’optimisation sont présentées sur la Figure 4-5.

Ces résultats montrent que, de la méme maniére que pour les émulsions stabilisées par des
extraits protéiques purs, I’émulsification par passage a I'HHP a permis de réduire
significativement la taille des gouttelettes d’huile. En plus de la technique d’émulsification
utilisée, la nature du polysaccharide utilisé a également montré un impact sur ces distributions
de tailles. En effet, un das3 de 10,25 + 0,1 um pour E-PP/A et des populations majoritaires de
gouttelettes dont la distribution de tailles varie autour 0,2 + 0,1 um pour les autres émulsions
ont été obtenus aprés les traitements d’optimisation (Tableau 4-1). Cette derniére valeur
correspond a la population majoritaire obtenue pour E-PP. Ainsi, 1’addition d’inuline, de
maltodextrine ou de pectine n’a pas entrainé de modification de la taille des gouttelettes
d’émulsion de la population majoritaire obtenue. Ces résultats sont cohérents avec les
propriétés des polysaccharides utilisés pour cette étude. En effet, ces biopolymeres possedent
des propriétés émulsifiantes négligeables ne leur permettant pas de stabiliser les interfaces

127



Chapitre IV. Renforcement de la matrice enrobante par 1’utilisation de polysaccharides

H/E. La taille des gouttelettes d’émulsion se retrouve donc inchangée par ’ajout de ces
polysaccharides. De plus, 1’obtention de distributions monodisperses peut étre observée par

I’ajout d’inuline ou de maltodextrine.
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Figure 4-5 Distributions de tailles avant (courbes bleues) et apres traitements d'optimisation (courbes

rouges)

Tableau 4-1 Distributions de tailles en volume et viscosités des émulsions H/E formulées a partir des
mélanges de protéines et de polysaccharides et d’huile de tournesol, et comparées a E-PP

Echantillon  Distribution de tailles (um) Viscosité apparente a 100 s
(mPa.s)
uT pH + HHP uT pH + HHP
Population 1 Population2  Population1 Population 2
E-PP 66,0 £ 1,0 - 0,2+0,12 32+0,2* 13+0,1? 1,3+0.1°
(controle)
E-PP/A 106,8 + 5,2¢ 14,9 +0,3° 10,25+0,1° - 211,5+ 22,34 181,0 + 16,9¢
E-PP/I 65,6 +0,2° - 0,2+0,18 - 16,0 £ 0,7¢ 21,2+0,8°
E-PP/M 54,6 + 0,32 - 0,2+0,12 - 2,1+0,1° 26,1+0,8°
E-PP/P 97,3+ 4,7° 12,4+0,3? 0,2+0,18 73+0,2°> 2758+ 26,2° 256,9 + 20,2¢

¢ Jes moyennes suivies par des lettres différentes sont significativement différentes (p < 0,05)

Concernant E-PP/A, les traitements d’optimisation ont conduit a la production d’¢léments de
plus grande taille, avec un diamétre moyen en volume de 10,25 + 0,1 um. L’origine de cette
population pourrait provenir de résidus d’alginate non solubilisés. Cette hypothése semble
confirmée par les images microscopiques présentées a la Figure 4-6 (observables en gris clair
et indiqués par les fleches rouges). De plus, des amas de gouttelettes sont également visibles
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(éléments gris foncé et indiqués par les fleches noires). On retrouve également la présence
d’amas pour E-PP/P, qui pourraient correspondre a la population 2 de cet échantillon, visible
sur le Tableau 4-1.
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Figure 4-6 Images acquises en microscopie optique des différentes émulsions obtenues avant (images
du haut) et apres traitements d'optimisation (images du bas)

L’apparition de ces amas pourrait s’expliquer par la présence des résidus insolubles pour
E-PP/A et E-PP/P. En effet, les intenses forces mécaniques apportés par le traitement a I’HHP
ont pu conduire a la destruction de ces résidus sous forme de fines particules, formant ainsi
des interactions avec les domaines hydrophobes des protéines de pois, aboutissant a des
phénoménes d’agrégation. Cette hypothése pourrait ainsi expliquer pourquoi les phénomeénes
d’agrégation ne sont visibles que pour E-PP/A et E-PP/P. Une étude de
Fioramonti et al. (2018) [210] sur 1’utilisation d’un complexe de protéines de lactosérum et
d’alginate pour la microencapsulation d’huile de lin a également montré un décalage de leur
distribution de tailles vers des gouttelettes de plus grande taille par I’addition d’alginate. Ce
résultat a également été rapporté a une agglomération partielle des gouttelettes produites.

Comme expliqué au chapitre précédent, la viscosité est également un parameétre important a
évaluer pour les formulations destinées a étre séchees par le proceédé de spray-drying car de
faibles viscosités garantissent une bonne formation de 1’aérosol et donc un séchage efficace
des gouttes. Les viscosités des différentes émulsions sont également presentées au
Tableau 4-1.

La sélection de la concentration de polysaccharide incorporé dans les formulations (2% w/v) a
permis de ne pas dépasser la valeur limite de 300 mPa.s pour I’ensemble des formulations.
Cette concentration a ensuite été appliquée a I’ensemble des polysaccharides dans un but
comparatif.

De la méme maniere que pour les émulsions stabilisées exclusivement par des extraits
protéiques, deux types de comportement sont visibles, dépendant des caractéristiques
physico-chimiques des polysaccharides utilisés. Pour les macromolécules dont I’ajout n’a
entrainé qu’une trés faible augmentation de la viscosité lors de leur solubilisation a
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I’Ultra-Turrax (inuline et maltodextrine), le traitement a I’HHP a conduit a une augmentation
de la viscosité apparente des émulsions, passant de 16,0 & 21,2 mPa.s et de 2,1 a 26,1 mPa.s
pour E-PP/I et E-PP/M, respectivement. En effet, les importantes forces mécaniques apportées
par le traitement a I’HHP ont conduit a une amélioration de la solubilisation de ces
polysaccharides et donc a une augmentation de la viscosité de I’émulsion.

En raison de la nature des sucres composant les longues chaines d’alginate de sodium et de
pectine et de la présence de ramifications, ces polysaccharides possedent des propriétes
gélifiantes. Ces propriétés ont conduit a I’obtention d’émulsions de viscosités supérieures a
celle de E-PP/I et E-PP/M lors de leur ajout. Lors des passages a ’HHP, les viscosités de
E-PP/A et E-PP/P ont légérement diminué, passant de 211,5 & 181,0 mPa.s et de 275,8 a
256,9 mPa.s, respectivement. Comme expliqué précédemment, ’HHP fournit une énergie
supplémentaire au systéeme. Lorsque cette énergie est appliquée a un systeme gélifie, elle peut
entrainer une rupture des interactions faibles de type liaisons hydrogéne, de Van der Waals et
électrostatiques formant le réseau. Ainsi, ce phénoméne a conduit a la dégradation de la
structure en réseau des hydrogels formés par 1’alginate de sodium et la pectine et donc a
I’abaissement de la viscosité des émulsions correspondantes.

IV.3.2. Caractérisation des microparticules
Les microparticules formulées a partir des extraits protéiques de pois seuls ou en association

avec de I’alginate de sodium, de I’inuline, de la maltodextrine ou de la pectine seront notées
M-PP, M-PP/A, M-PP/l, M-PP/M et M-PP/P, respectivement.

IvV.3.2.1. Taux d’humidité et activité de I’eau des microparticules

Les valeurs des taux d’humidité et des activités de I’eau pour les différentes microparticules
sont présentées au Tableau 4-2.

Tableau 4-2 Taux d’humidité et activités de ’eau des microparticules

Echantillons Taux d’humidité (%) Activité de I’eau
M-PP (contrble) 1,4+0,12 0,118 £ 0,019
M-PP/A 46 +0,9° 0,256 + 0,020°¢
M-PP/I 3,5+0,5 0,238 + 0,020
M-PP/M 3,4+0,9° 0,205 + 0,016°
M-PP/P 41+0,3° 0,211 + 0,014

#¢les moyennes suivies par des lettres différentes sont significativement différentes (p < 0,05)

L’ajout de polysaccharides a eu pour effet d’augmenter significativement les taux d’humidité
(passant de 1,4 a 3,4-4,6 %) ainsi que les activités de 1’eau (passant de 0,118 a 0,211-0,256)
des microparticules comparativement a M-PP (échantillon contréle).

Comme expliqué précédemment, 1’ajout de polysaccharide impacte la formation de la crofite
lors du procedé de sechage. Le renforcement de cette structure en périphérie agit comme une
barriere contre 1’évaporation de I’eau. Ce phénomene est accentué par 1’accélération de sa
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formation, entrainant un emprisonnement de I’eau au sein des microparticules. De plus,
I’ajout de polysaccharides limite la diffusion du solvant a travers la microparticule en raison
de ’augmentation de la nature hydrophile du réseau et de la concentration totale en matiére
enrobante [225].

Ces resultats peuvent également étre mis en relation avec les viscosités apparentes des
émulsions correspondantes (Tableau 4-1). En effet, la nébulisation d’émulsions visqueuses
induit généralement la formation de gouttes de plus grande taille, plus difficiles a sécher et
donc la formation de microparticules a plus fort taux d’humidité [226].

Néanmoins, 1’ensemble des microparticules présente des activités de 1’eau inférieures a 0,6,
garantissant une bonne stabilité microbienne durant le stockage.

IvV.3.2.2. Profils thermiques des microparticules

La calorimétrie différentielle a balayage (DSC) fournit des informations sur le comportement
physique de matériaux en détectant des phénomenes tels que la transition vitreuse, la
cristallisation, la fusion, la réticulation, la dénaturation ou encore 1’oxydation, pouvant avoir
une influence sur le comportement des formulations.

Les profils thermiques des microparticules et de leurs constituants sont présentés au
Tableau 4-3 et & la Figure 4-7.

Tableau 4-3 Températures des principales modifications thermiques des microparticules et de leurs
constituants

Td" (°C) T¢™ (°C) T (°C) Tee™™ (°C)

Huile de tournesol - - -7 -
Extrait protéique de pois 92 - - -
Alginate de sodium - 132 - 248
M-PP/A 67 - -9 134
Inuline - 126 - -
M-PP/I 82 - -9 193
Maltodextrine - 117 - -
M-PP/M 83 - -8 195
Pectine - - 154 et 208

M-PP/P 83 - -10 197

" Tq : Température de dénaturation

™ T4 : Température de transition vitreuse

"™ T¢ : Température de fusion

"™ Tge : Température de décomposition/dépolymérisation
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La mesure de la température de dénaturation (Tq) des protéines globulaires est trés importante
car elle permet d’obtenir une indication sur la stabilité thermique de la macromolécule [227].
En effet, cette température refléte la rupture des liaisons hydrogéne maintenant les structures
tertiaires et quaternaires des protéines. Ainsi, une Tq élevée suggere que le polypeptide
posséde une structure tertiaire compacte. Les resultats de la Figure 4-7 et du Tableau 4-3
nous montrent une Tq de 92 °C pour I’extrait protéique de pois initial, en accord avec les
données de la littérature [228]. Cette valeur, légerement supérieure a la température de sortie
opérée lors du séchage (90 °C), suggere une faible dénaturation des protéines de pois durant
ce procédeé. Cette hypothése est confirmee par la présence de pics endothermiques a 82-83 °C
pour M-PP/I, M-PP/M et M-PP/P. Un pic est également présent a 67 °C pour M-PP/A,
correspondant probablement a la Tq des protéines de pois. Ce décalage vers les plus faibles
températures peut s’expliquer par la quantité d’eau résiduelle plus importante dans
1’échantillon.

Concernant le thermogramme de 1’huile de tournesol, un pic endothermique est visible a
-7 °C, correspondant a sa température de fusion (Tf). Des pics de fusion similaires sont
observables pour 1’ensemble des microparticules, indiquant la présence d’huile de tournesol
sous sa forme initiale au sein de ces matériaux. Ainsi, ces résultats confirment qu’aucune
réaction chimique ou modification d’état n’a eu lieu entre la matiere active et les matiéres
enrobantes durant le procédé de séchage.

La Tg est un intervalle de température a travers lequel la matiére passe d’un état vitreux a un
état caoutchouteux. Dans le cas d’un polymeére, cette transition se caractérise par des
mouvements de segments de chaines macromoléculaires situées dans les domaines amorphes.
Cette température influence grandement le comportement de séchage des gouttes. Les T4 des
différents polysaccharides sont données au Tableau 4-3. Malheureusement, la Ty de la
pectine n’a pas pu étre déterminée en raison de son chevauchement avec le pic de fusion du
glucose, additif contenu dans cet échantillon. Ces macromolécules possédent des Tq €levées,
suggeérant la présence de chaines de hauts poids moléculaires dans ces échantillons. En effet,
les polymeres de faible poids moléculaire possedent des Tq inférieures aux molécules de plus
longues chaines. De plus, 1’évaluation de la Tq peut étre utilisée comme un indicateur de la
stabilité physique des poudres durant le procédé et le stockage. En effet, une température de
stockage supérieure a la Ty peut entrainer des changements structurels de la poudre ainsi
qu’'une détérioration par augmentation de la vitesse d’oxydation par diffusion d’oxygeéne au
travers de la matrice [229]. Les poudres ayant été stockees a une temperature bien inférieure a
la Tq de ces composants (25 °C), aucun changement structurel n’a da se produire.

Les températures de décomposition (Tqe) des microparticules sont également présentées sur la
Figure 4-7 et au Tableau 4-3. Ces valeurs sont toutes comprises entre 134 et 197 °C, pouvant
garantir une bonne stabilité lors du stockage et des cuissons inférieures a ces températures. La
plus faible Tqe de M-PP/A peut également étre reliée a la plus grande teneur en eau de
1’échantillon.
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IvV.3.2.3. Distribution de tailles et morphologie des microparticules

La Figure 4-8 et le Tableau 4-4 montrent les distributions de tailles et les diameétres moyens
des poudres formulées avec les différents matériaux enrobants.
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Figure 4-8 Distributions volumiques de la taille des microparticules

Tableau 4-4 Distributions de tailles en volume des microparticules

Echantillons Distribution de tailles (um)
Population 1 Population 2

M-PP (controle) 16,3 +3,2° -

M-PP/A 11,4+ 0,42 67,7 £ 13,62

M-PP/I 11,8 £0,7%® 92,3+ 17,62

M-PP/M 10,2 + 18 61,3 £ 10,02

M-PP/P 12,6 +0,4° 76,6 + 3,22

* les moyennes suivies par des lettres différentes sont significativement différentes (p < 0,05)

La Figure 4-8 montre des variations des profils de distribution entre les différents
échantillons. Les microparticules produites a partir de matieres enrobantes complexes
présentent des distributions polydisperses. Les premieres populations, apparaissant aux
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alentours de 10 um, sont principalement déterminées par le diamétre de la buse d’atomisation
utilisée et donc des gouttes d’aérosol produites [212]. Les populations 2 visibles pour
I’ensemble des échantillons produits a partir d’'un mélange de protéines et de polysaccharides
correspondent probablement a des agglomérats de microparticules. Le volume de
microparticules agglomérées est largement plus important pour M-PP/A. En effet, en raison
d’une viscosité apparente relativement élevée de 1’émulsion correspondante (181,02 mPa.s),
I’aérosol s’est formé plus difficilement et a conduit a un séchage moins efficace du solvant
(voir les valeurs de taux d’humidité et d’activité de ’eau du Tableau 4-2). Les valeurs des
viscosités apparentes des différentes eémulsions ont aussi influencé la taille des
microparticules produites. En effet, la nébulisation de 1’émulsion la plus visqueuse (E-PP/P) a
conduit a la production de microparticules de diameétres significativement supérieurs a ceux
de M-PP.

Les morphologies de I’ensemble des microparticules formulées a partir des extraits protéiques
de pois et des polysaccharides, ainsi que des extraits protéiques de pois purs (M-PP contr6le)
sont présentées a la Figure 4-9.

Tout d’abord, ces images montrent une amélioration de la sphéricité des microparticules par
I’addition de polysaccharides dans la formulation. En effet, comme expliqué au chapitre
précédent, les microparticules formulées a partir de matrices enrobantes protéiques pures
présentent un affaissement de leur structure avec 1’apparition de morphologies « dégonflées »
lors du séchage en raison des propriétés viscoélastiques des protéines. De plus, la finesse des
crodtes obtenues pour M-PP, laissant apercevoir la structure interne par transparence, semble
s’étre épaissie par I’ajout des polysaccharides. Cette observation peut suggérer une meilleure
intégrité structurale garantissant une plus faible perméabilité a 1’air et une meilleure
protection de I’huile. Fioramonti et al. (2018) [210] ont également observé une amélioration
de la morphologie de surface de leur microparticules par addition de maltodextrine (surface
lisse avec peu de plis). Selon Gharsallaoui et al. (2012) [230] les polysaccharides de faibles
poids moléculaires constitutifs de la maltodextrine joueraient le rdle de plastifiant et
préviendraient les phénomeénes de « contraction » lors du séchage avec 1’obtention de
particules sphériques a surface lisse.

Néanmoins, il existe d’importantes différences structurelles entre les différents échantillons.
Tout d’abord, les images de M-PP/A montrent la présence de ponts inter-particulaires, indiqué
par les fleches rouges de la Figure 4-9. Ce résultat peut étre corrélé a la distribution
volumique de M-PP/A visible Figure 4-8 et a la population 2 du Tableau 4-4.

IV.3.2.3. Stabilité oxydative et cinétiques de vieillissement des
microparticules

Afin d’évaluer I’'impact de 1’ajout de ces polysaccharides en tant que matiéres enrobantes sur
la stabilité oxydative de 1’huile de tournesol, des tests d’oxydation en conditions accélérées a
100 °C ont éte realisés grace a la méthode Rancimat juste apres la récupération des poudres.
Les temps d’induction normalisés (AIP) des microparticules ont ét¢ comparés a celui de M-PP
(Tableau 4-5).
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Figure 4-9 Images obtenues en MEBE (a : 250 x et b : 2500 x) des microparticules formulées a partir
des différentes matrices enrobantes
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Tableau 4-5 Temps d’induction des huiles encapsulées dans des matrices complexes et comparés a
celui de I’huile de tournesol encapsulée par des extraits protéiques de pois seuls (contrdle)

Echantillon AlIP (h)
M-PP (controle) 9,01 +0,44°
M-PP/A 7,500,122
M-PP/I 10,98 + 0,20°
M-PP/M 12,85+ 0,10¢
M-PP/P 15,01 £ 0,28¢

@€ es moyennes suivies par des lettres différentes sont significativement différentes (p < 0,05)

Les résultats obtenus grace a ces tests montrent que les AIP de M-PP/I, M-PP/M et M-PP/P
sont significativement supérieurs a celui de M-PP. Ces résultats sont donc en accord avec les
précédentes observations de la morphologie des microparticules.

Concernant M-PP/A, I’ajout d’alginate de sodium a entrainé un AIP significativement
inférieur a celui de M-PP. Ce résultat peut étre mis en relation avec les images de la structure
externe des microparticules. En effet, la formation de ponts entre microparticules apparu lors
du stockage des poudres a pu entrainer un relargage de I’huile.

Afin d’étudier I’impact de 1’ajout de polysaccharides sur la stabilité oxydative de I’huile de
tournesol en stockage, les cinétiques de M-PP/A, M-PP/I, M-PP/M et M-PP/P ont été
réalisées et sont presentées a la Figure 4-10.

M-PP/A M-PP/I

20 -

0 50 100 150 200 250 300 350 400 0 50 100 150 200 250 300 350 400
Temps (jours) Temps (jours)

M-PP/M M-PP/P

0 50 100 150 200 250 300 350 400 0 50 100 150 200 250 300 350
Temps (jours) Temps (jours)

Figure 4-10 Stabilités oxydatives de I’huile de tournesol encapsulée (courbes noires) et comparées
aux stabilités oxydatives des huiles de tournesol ayant servi a formuler les microparticules (courbes
grises). Les marques rouges représentent les dates de durabilité minimales des huiles
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Ces résultats nous montrent que, quelle que soit la valeur du AIP mesuré a to, la totalité des
formulations permettent d’améliorer la stabilité oxydative de I’huile de tournesol encapsulée
sur des temps de stockage supérieurs a la date de durabilité minimale de consommation de
I’huile indiquée par le fournisseur. En effet, I’huile en batch s’oxyde complétement au bout de
250-300 jours de stockage a 25 °C, alors que I’huile encapsulée semble se conserver sur une
durée supérieure a 400 jours. Malheureusement, en raison des quantités limitées de poudres
produites, les temps de stabilité oxydative n’ont pas pu étre évalués sur la totalité¢ du temps de
conservation du produit.

Ces résultats prouvent donc que le renforcement de la matrice enrobante par ’utilisation de
différents polysaccharides permet d’allonger le temps de conservation de 1’huile de tournesol.
De plus, I’huile consommée avant cette date contient moins de composés volatils, garantissant
ainsi sa sécurité, ses qualités nutritionnelles et ses propriétés organoleptiques.

Cette amélioration peut s’expliquer par différents facteurs. En effet, les observations en
MEBE ont montré une modification de la structure externe avec des formes globalement plus
sphériques sans fissures ou pores apparents, montrant ainsi le réle direct des polysaccharides
dans la formation de la croite lors du procédé de séchage. De plus, 1’ajout de 2% w/v de
polysaccharides a entrainé 1’augmentation de la concentration totale de matiere enrobante
avec une augmentation du ratio entre matiére enrobante et matiére active (6:5), ameliorant
ainsi la protection de 1’huile de tournesol.

Ainsi, les quatre polysaccharides utilisés sont de bons candidats pour I’amélioration de la
stabilité oxydative de matiéres actives sensibles a 1’oxydation au cours du stockage, avec une
réserve concernant la concentration d’incorporation d’alginate de sodium qui mériterait d’étre
diminuée afin de faciliter la formation de I’aérosol lors du séchage et d’obtenir un produit
final plus sec et moins collant.

IvV.3.2.4. Rendement du procédé

Le rendement est un paramétre clé rendant compte de 1’efficacité économique et technique
d’un procédé.

Les rendements obtenus sont de 19, 40, 35 et 23% pour M-PP/A, M-PP/I, M-PP/M et
M-PP/P, respectivement. Ils sont donc relativement faibles. En effet, 1’encapsulation de
produits huileux par séchage par atomisation conduit a la production de poudres relativement
collantes, adhérant a la paroi de 1’atomiseur et diminuant ainsi le rendement final. De plus, les
formulations choisies sont trés concentrées en matiere active, accentuant ainsi ce phénoméne.

Ces résultats nous montrent également que le rendement du procédé d’atomisation est
fortement impacté par la nature du polysaccharide utilisé. Plus 1’émulsion initiale est
visqueuse (cas de E-PP/P et E-PP/A), plus les rendements sont faibles, et inversement. Il est
effectivement plus difficile de correctement nébuliser une formulation liquide lorsque cette
derniere est visqueuse. D’une maniére générale, et quelle que soit la viscosité de 1’émulsion
initiale, 1’ajout de polysaccharide a entrainé une diminution du rendement du procédé. En

139



Chapitre IV. Renforcement de la matrice enrobante par 1’utilisation de polysaccharides

effet, la nature collante d’une poudre est accentuée par différents facteurs : I’hygroscopicité,
un faible point de fusion, une bonne solubilité dans I’eau et une faible Tgdu matériau enrobant
[231]. Hors, la nature des polysaccharides (structure et faible poids moléculaire
comparativement aux protéines) va contribuer positivement a I’ensemble de ces facteurs,
rendant ainsi la poudre microparticulaire plus collante. En revanche, I’atomisation de
solutions trés peu visqueuses, telle que E-PP, a permis d’atteindre un rendement moyen de
57 £ 14% avec un rendement maximal obtenu de 71%.

Ainsi, des tests d’optimisation de la viscosit¢ de I’émulsion initiale ont été¢ effectués.
L’incorporation de pectine ayant montré les meilleurs résultats sur 1’amélioration de la
stabilité¢ oxydative de I’huile de tournesol, une étude d’optimisation de la concentration de ce
polysaccharide a été réalisée afin d’augmenter le rendement du procédé.

IV.4. Optimisation des conditions d’incorporation de la pectine
IV.4.1. Caractérisations des émulsions

Les émulsions formulées a partir des extraits protéiques de pois seuls ou en association avec
0,5 ou 0,1% w/v de pectine seront notées E-PP, E-PP/P(0,5) et E-PP/P(0,1), respectivement.
Afin de conserver la méme dénomination que dans la partie précédente, I’émulsion formulée a
partir de 2% w/v de pectine sera appelée E-PP/P, et non pas E-PP/P(2).

Les distributions de tailles des gouttelettes des différentes émulsions sont présentées sur la
Figure 4-11.

Apres traitements d’optimisation (homogénéisation a I’HHP et ajustement du pH a 7,8),
E-PP/P(0,5) et E-PP/P(0,1) ont montré des distributions bimodales, similaires a la distribution
de E-PP/P. La population 1 correspond a la distribution de tailles des gouttelettes d’émulsion,
dont le diamétre est déterminé par le traitement d’émulsification appliqué et la quantité
d’agent émulsionnant introduit dans la formulation. La quantité d’extrait protéique étant la
méme pour I’ensemble de ces émulsions, les distributions de tailles de cette population sont
identiques, avec un diamétre moyen en volume de 0,2 um (Tableau 4-6). Concernant la
population 2, elle semble correspondre a la présence d’agglomérats de gouttelettes visibles a
la Figure 4-12 (fleches rouges).

Concernant les valeurs des viscosités apparentes de ces émulsions, nous pouvons voir une
diminution lors de la réduction du taux de pectine incorporée. Le traitement a ’HHP a permis
d’obtenir une viscosité tres faible de E-PP/P(0,1), pouvant suggérer une nébulisation efficace
lors du procédé de séchage.
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Figure 4-11 Distributions de tailles avant (courbes bleues) et aprés traitements d'optimisation (courbes
rouges)

Tableau 4-6 Distributions de tailles en volume et viscosités des émulsions

Echantillon Distribution de tailles (um) Viscosité apparente a 100 s
(mPa.s)
uT pH + HHP uT pH + HHP
Population1  Population 2 Population1  Population 2
E-PP 66,0 + 1,0° - 0,2+0,1? 3,2+0,22 1,3+0,1? 1,3+0.1°
(controle)
E-PP/P 97,3 +4,7¢ 12,4+£0,3 0,2+0,1? 7,3+0,2° 275,8+26,2¢  256,9 + 20,2¢
E-PP/P(0,5) 74,6 £0,1° - 0,2+0,1? 7,6+0,1° 40,0 £0,1° 136,6 £ 10,1°¢
E-PP/P(0,1) 53,3+0,12 - 0,2+0,1? 7,6 +£0,1° 1,9+0,1° 7,6 +£0,2°

*d|es moyennes suivies par des lettres différentes sont significativement différentes (p < 0,05)
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Figure 4-12 Images microscopiques des différentes émulsions obtenues avant (images du haut) et
apres traitements d'optimisation (images du bas)

IV.4.2. Caractérisation des microparticules

Les microparticules formulées a partir des extraits protéiques de pois seuls ou en association
avec 0,5 ou 0,1% w/v de pectine seront notées M-PP, M-PP/P(0,5) et M-PP/P(0,1),
respectivement. Afin de conserver la méme dénomination que dans la partie précédente, la
poudre formulée a partir de 2% wi/v de pectine sera appelée M-PP/P, et non pas M-PP/P(2).

IV.4.2.1. Taux d’humidité et activité de 1’eau des microparticules

Les taux d’humidité et les activités de 1’eau des microparticules sont présentés sur le
Tableau 4-7.

Tableau 4-7 Taux d’humidité et activités de 1’eau des microparticules

Echantillons Taux d’humidité (%) Activité de I’eau
M-PP (contrdle) 14+0,18 0,118 + 0,019
M-PP/P 4,1+0,3¢ 0,211 + 0,014
M-PP/P(0,5) 3,0+£0,1° 0,117 +0,0302
M-PP/P(0,1) 1,9+0,1° 0,144 £0,0172

&4 es moyennes suivies par des lettres différentes sont significativement différentes (p < 0,05)

Ces résultats montrent une diminution significative des taux d’humidité des microparticules
produites lors de la réduction du taux de pectine incorporée dans les émulsions, avec des
valeurs de 4,1, 3,0 et 1,9 % pour M-PP/P, M-PP/P(0,5) et M-PP/P(0,1), respectivement. De
plus, les activités de 1’eau de M-PP/P(0,5) et M-PP/P(0,1) sont significativement inférieures a
celle de M-PP/P.
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Ces résultats sont en accord avec les valeurs de rendements présentées précédemment.
L’augmentation de la concentration de pectine a entrainé des difficultés de séchage de
I’émulsion et donc une augmentation de I’eau résiduelle au sein des microparticules.
Cependant, 1’ajout de pectine a hauteur de 0,1 et 0,5 % w/v n’a pas entrainé d’augmentation
de I’aw des microparticules, comparativement a M-PP. Ce résultat peut étre relié a la capacité
de rétention d’eau de la pectine par formation de liaisons hydrogéne avec ses groupes
hydroxyles, diminuant ainsi la quantit¢ d’eau disponible. Une augmentation a néanmoins été
observée par 1’ajout de 2% w/v de pectine, avec une hausse de aw de 0,118 & 0,211.

IV.4.2.2. Distribution de tailles et morphologie des microparticules

Les distributions volumiques des microparticules formulées a partir de différentes
concentrations de pectine, et comparées a celle de M-PP, sont présentées sur la Figure 4-13.

S
g 6 | M-PP (contrdle)
g M-PP/P(0,1)
2 M-PP/P(0,5)
M-PP/P
4 4
21 2
0 4 , [ L N |
0,01 0,1 1 10 100 1000 10000

Taille des microparticules (pum)

Figure 4-13 Distributions volumiques de la taille des microparticules

Malgré I’augmentation des taux d’humidité des microparticules formulées a partir de pectine,
la taille moyenne en volume des populations majoritaires pour ces microparticules
(population 1) n’a pas augmenté par rapport a la taille moyenne obtenue pour M-PP. En
revanche, une deuxiéme population est visible pour M-PP/P et M-PP/P(0,5), correspondant
probablement a la présence d’agglomérats créés en raison de la quantité d’eau résiduelle
présente dans ces échantillons.

Pour cette partie, trois parametres morphologiques, la convexité, 1’¢longation et la circularité,
ont également été évalués pour caractériser M-PP/P et M-PP/P(0,1) et les comparer aux
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résultats de M-PP. La définition de ces parametres est décrite a la section 11.2.2.5.2. Les
distributions et les valeurs de ces trois paramétres sont présentées a la Figure 4-14 et au
Tableau 4-8.
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Figure 4-14 Distributions des paramétres de circularité, de convexité et d’élongation des
microparticules. Les courbes grises, bleues et oranges représentent les valeurs pour M-PP, M-PP/P et
M-PP/P(0,1)

Tableau 4-8 Valeurs des paramétres de circularité, de convexité et d’élongation des microparticules

Parameétre morphologique  Circularité D[n,50] Elongation D[n,50] Convexité D[n,50]
M-PP 0,896 0,215 0,954
M-PP/P(0,1) 0,966 0,163 0,989
M-PP/P 0,929 0,173 0,967

Ces résultats nous montrent que les trois échantillons présentent des circularités et des
convexités proches de 1 et des élongations tendant vers 0, suggérant la présence de
microparticules de forme sphérique et peu rugueuses. Ces résultats sont donc en accord avec
les observations effectuées en MEBE de M-PP et M-PP/P (Figure 4-9). Néanmoins, 1’ajout
de pectine a entrainé une augmentation des parametres de circularité et de convexité et une
diminution du facteur d’¢longation, comparativement aux microparticules produites
exclusivement a partir d’extraits protéiques de pois.
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Ces modifications peuvent étre expliquées par un changement des propriétés physico-
chimiques de la cro(te a la périphérie des microparticules en raison de la présence de pectine.
Ainsi, une augmentation de la circularité peut suggérer une limitation des phénoménes de
« contraction », phénomeéne typique des microparticules formulées exclusivement a partir de
matrices protéiques et donc une meilleure homogénéité de la crolte située a la périphérie des
microparticules. L’obtention de microparticules possédant une surface lisse présente de
nombreux avantages. En effet, des particules présentant une forte rugosité ont une plus grande
surface de contact, comparativement aux surfaces lisses, les rendant plus sensibles aux
réactions de dégradation, tels que les phénomenes d’oxydation [190]. De plus, les propriétés
d’écoulement sont améliorées lorsque les microparticules présentent peu d’irrégularité a leur
surface [232].

IV.4.2.3. Stabilité oxydative des microparticules

Les valeurs des temps d’induction normalisés (AIP) des microparticules formulées a partir de
différentes concentrations de pectine sont présentées au Tableau 4-9.

Tableau 4-9 Temps d’induction des huiles encapsulées dans des matrices complexes a base d’extraits
protéiques de pois et de différentes concentrations de pectine

Echantillon AIP (h)

M-PP/P 15,01 + 0,28°
M-PP/P(0,5) 14,23 +0,33"
M-PP/P(0,1) 13,12+ 0,178

*¢les moyennes suivies par des lettres différentes sont significativement différentes (p < 0,05)

Ces résultats nous montrent une augmentation du AIP avec une augmentation de la
concentration de pectine avec des valeurs de 13,12, 14,23 et 15,01 pour M-PP/P(0,1),
M-PP/P(0,5) et M-PP/P, respectivement. Ainsi, malgré 1’amélioration du rendement
(Figure 4-17), la diminution de la quantité de pectine utilisée a entrainé une réduction de la
protection de I’huile face aux attaques oxydatives. En revanche, I’utilisation d’une trés faible
concentration de pectine (0,1 % w/w) montre tout de méme une amélioration du temps de
stabilité face & M-PP, avec un AIP passant de 11,86 a 13,12 h pour les tests a to.

IvV.4.2.4. Cinétiques de vieillissement des microparticules

M-PP/P(0,5) et M-PP(0,1), ainsi que les huiles pures ayant servi a les formuler, ont été
placées en stockage pour effectuer les cinétiques de vieillissement par mesure des indices de
stabilité oxydative a différents temps. Ces cinétiques ont été comparées a celle de M-PP/P
(Figure 4-15).
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Figure 4-15 Stabilités oxydatives des huiles de tournesol encapsulées (courbes noires) et comparées
aux stabilités oxydatives des huiles de tournesol ayant servi a formuler les microparticules (courbes
grises). Les marques rouges représentent les dates de durabilité minimales des huiles

Ces résultats nous montrent un croisement plus précoce du temps de stabilité des huiles
encapsulées dans M-PP/P(0,5) et M-PP/P(0,1) avec celui des huiles pures, comparativement a
I’huile contenue dans M-PP/P. Il ne semble pas y avoir de différence significative entre les
temps de croisement pour ces deux échantillons (autour des 200 jours). Une date de
croisement similaire a été observée pour M-PP (Figure 3-20). Ainsi, malgré une amélioration
des IP & to, I’addition de pectine a des concentrations de 0,1 et 0,5% w/v ne semble pas
allonger le temps de conservation de I’huile de tournesol, comparativement a une
encapsulation dans des extraits protéiques de pois purs. Ainsi, ces concentrations ne semblent
pas suffisantes pour ralentir le phénomene de relargage de 1’huile contenue dans les
microparticules. Cependant, la quantit¢ de composés volatils issus de I’oxydation de cette
huile apparait diminuée par I’utilisation de pectine a ces concentrations sur une durée de
stockage inférieure a 200 jours.

IV.4.25. Rendement du procédé

Les rendements obtenus pour M-PP/P, M-PP/P(0,5) M-PP/P(0,1) sont de 23, 35 et 56%,
respectivement. Ces résultats montrent une augmentation du rendement du procédeé lors de la
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diminution du taux de pectine incorporée dans les émulsions initiales. Le rendement de
production de M-PP/P(0,1) atteint une valeur similaire a celui obtenu pour M-PP.
Ces résultats peuvent étre mis en relation directe avec la viscosité des émulsions initiales.

IV.5. Conclusion

Cette partie a pour objectif d’évaluer ’impact de 1’addition de polysaccharides en tant que
matieéres enrobantes complémentaires aux extraits protéiques de pois pour 1’encapsulation
d’huile de tournesol par séchage par atomisation afin d’en améliorer la stabilité¢ oxydative.

Dans une premiére partie, la production de microparticules formulées a partir de gomme
arabique pure pour 1’encapsulation d’huile de tournesol a montré une diminution du temps de
stabilité oxydative de I’huile, comparativement a I’utilisation des extraits protéiques de pois et
de soja, en raison de propriétés de stabilité interfaciale insuffisantes. En revanche, les
observations en MEBE ont montré une amélioration de la structure de surface des
microparticules produites, pouvant prédire des capacités filmogenes performantes pour les
polysaccharides.

Ainsi, la deuxiéme partie de ce chapitre a montré que 1’addition de quatre polysaccharides
possédant des propriétés variables, 1’alginate de sodium, I’inuline, la maltodextrine et la
pectine, a permis d’améliorer la stabilité oxydative de I’huile de tournesol lors du stockage,
comparativement a I’encapsulation effectuée dans une matrice d’extraits protéiques de pois
purs. En effet, leur utilisation a conduit a un allongement du temps de conservation de 1’huile
encapsulée, avec une amélioration des temps de stabilité sur toute la durée du stockage,
pouvant ainsi prédire une diminution de la production de composés organiques volatils
(COV). Malheureusement, 1’addition de ces enrobants secondaires a également entrainé une
diminution du rendement du procédé en raison de l’augmentation de la viscosité des
émulsions initiales et de la nature collante des microparticules.

Ainsi, la derniére partie a consist¢ a diminuer la concentration d’incorporation du
polysaccharide ayant montré les meilleures performances, la pectine. L’utilisation d’une
concentration a 0,1% w/v a permis d’obtenir un rendement similaire a celui obtenu pour
M-PP, de diminuer la quantité d’eau contenue dans 1’échantillon et de limiter les phénomenes
d’agglomération. En revanche, malgré une amélioration significative de I’IP de 1’huile a to,
cette concentration est apparue comme insuffisante pour ralentir les phénomenes de relargage
d’huile et allonger le temps de conservation de 1’huile de tournesol.
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Chapitre V. Co-encapsulation de molécules antioxydantes

V.1. Préambule

Dans les précédents chapitres, nous avons vu que la microencapsulation est un moyen efficace
pour protéger des huiles végétales riches en AGPI de I’oxydation. Afin d’allonger davantage
la durée de préservation de ces huiles, des molécules antioxydantes ont également été
co-encapsulées dans ces microparticules. Leur encapsulation permettra aussi d’améliorer leur
absorption et leur biodisponibilité. Ainsi, dans le cadre de ce chapitre, I’effet de 1’addition de
deux molécules antioxydantes, 1’a-tocophérol et le gallate de propyle, a été étudié sur la
stabilit¢ oxydative des huiles de tournesol et de lin encapsulées. L’a-tocophérol, molécule
antioxydante la plus active de la vitamine E, a été choisi comme composé de référence pour
cette étude. En effet, cette molécule est naturellement présente dans les huiles végétales et de
nombreuses études ont montré son efficacité contre 1’oxydation de matiéreS actives
hydrophobes sensibles [42,235]. A la suite d’essais réalisés par un membre partenaire du
projet CAPSOIL, Aurélien Dagmey, sur la comparaison de 1’addition de différentes molécules
antioxydantes pour le ralentissement de la peroxydation lipidique d’huiles végétales, le gallate
de propyle, antioxydant synthétique formé par la réaction d’estérification entre I’acide
gallique et le propanol, a été sélectionné pour cette étude.

Ce travail est une contribution originale a la protection de matiéres actives par séchage par
atomisation. En effet, a notre connaissance, quelques travaux ont évalué 1’addition
d’antioxydants a des huiles végétales sensibles [38], et aucune étude n’a porté sur leur
co-encapsulation au sein de microparticules constituées de protéines végétales et produites par
le procédé de séchage par atomisation.

Ainsi, ce chapitre se divise en deux parties principales.

Dans une premiére partie, I’effet de 1’addition de différentes concentrations d’a-tocophérol et
de gallate de propyle a été évalué sur la stabilité oxydative de I’huile de tournesol encapsulée
par analyse des cinétiques de vieillissement réalisées en conditions accélérées au Rancimat.
L’effet de la température de stockage a ensuite été étudiée par comparaison des temps
d’induction a deux températures de conservation, 4 et 25 °C. Puis, les conditions
d’incorporation retenues pour I’antioxydant sélectionné ont été  appliquées a la
microencapsulation de ’huile de lin.

La deuxiéme partie de ce chapitre a traité de la transposition des conditions de séchage par
atomisation pour la production des microparticules a 1’échelle pilote. Un essai préliminaire a
ainsi été réalisé sur un appareil de séchage possédant une importante puissance de séchage
pour la production de microparticules contenant a la fois de 1’huile de tournesol et du gallate
de propyle. Les poudres ont éteé caractérisées en termes de taux d’humidité, d’activité de 1’eau,
de distribution de tailles, de morphologie, de stabilité oxydative et de rendement.
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V.2. Etude de I’efficacité de I’a-tocophérol et du gallate de propyle

V.2.1. Sélection des conditions d’incorporation

Dans le chapitre précédent, nous avons vu que 1’addition de pectine en tant que matiére
enrobante pour une formulation constituée d’extraits protéiques de pois et d’huile végétale
permettait d’augmenter le temps de conservation de cette matiére active sensible en
améliorant les propriétés filmogenes lors du procédé de séchage et en limitant ainsi le
relargage de I’huile lors du stockage. En raison de 1’augmentation de la viscosité de
I’émulsion par I’ajout de 2% w/v de pectine, deux concentrations plus faibles ont ensuite été
testées afin d’améliorer le rendement du procédé. A to, I’ensemble des échantillons formulés
avec les différentes concentrations de ce polysaccharide ont montré une amélioration de 1’IP
de I’huile encapsulée. Néanmoins, les tests en stockage ont permis d’observer que 1’utilisation
de concentrations a 0,1 et 0,5% w/v de pectine n’a pas permis d’améliorer le temps de
conservation de I’huile, comparativement a celui de I’huile encapsulée dans une matrice
d’extraits protéiques de pois purs. Cependant, les résultats obtenus lors du stockage ayant été
observés bien apreés la suite des essais, ¢’est donc 1’échantillon composé de 0,1% w/v de
pectine, de 10% w/v d’extraits protéiques de pois et de 10% w/v d’huile qui a été retenu
comme formulation finale pour les tests d’incorporation des antioxydants phénoliques en
raison de 1’amélioration de I’IP de I’huile a to et de I’obtention d’un rendement satisfaisant.

Différentes molécules antioxydantes ont été sélectionnées et incorporées dans des huiles
végetales selon diverses methodes. La Figure 5-1 montre les IP de I’huile de tournesol
enrichie par 1’ajout de 200 mg d’antioxydants solubilisés dans 1’éthanol (acide gallique,
extraits de thé vert, gallate de propyle, quercétine, sécoisolaricirésinol, acide coumarique ou
acide caféique) et comparés a I’IP de I’huile de tournesol pure.

Ces résultats montrent que plusieurs antioxydants ont permis d’augmenter significativement
I’IP de I’huile a to. Cette amélioration a été particulierement efficace dans le cadre de
I’utilisation d’acide gallique et de gallate de propyle. Cependant, 'utilisation de 1’acide
gallique n’étant pas autorisée pour des applications alimentaires, c’est le gallate de propyle
qui a été sélectionné pour cette étude.

Afin d’effectuer un test comparatif, 1’a-tocophérol a également été retenu pour cette analyse.
En effet, cette molécule hydrophobe est naturellement retrouvée dans les huiles végétales et
son activité antioxydante a été démontrée dans de nombreuses études. Il sera donc utilisé
comme composé de référence dans ce chapitre.

Afin de déterminer les conditions d’incorporation optimales d’antioxydant permettant de
réduire la peroxydation lipidique des huiles sélectionnées, deux concentrations ont été testées
pour chaque molécule antioxydante, basées sur les recommandations du Codex Alimentarius
[178] (Tableau 5-1).
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Figure 5-1 Stabilités oxydatives de I’huile de tournesol enrichie en différents antioxydants et
comparées a [’huile de tournesol seule (contrdle)

Tableau 5-1 Concentrations limites autorisées pour différents antioxydants destinés a des usages
alimentaires [178]

INS No. Additive Maximum Use Level

304, 305 Ascorbyl esters 500 ma/kg (as ascorbyl stearate)

307a Tocopherol, d-alpha- . i

307b Tocopherol concentrate, mixed 2221233;}:% ﬁ‘)&lngly orin

307c Tocopherol, dl-alpha

310 Propyl gallate

319 Tertiary butylhydroguinone 200 mg/kg (fat or oil basis) singly

320 Butylated hydroxyanisole or in combination.

321 Butylated hydroxytoluene

3684 Isopropyl citrates 100 mag/kg

385, 386 EDTAs 100 mg/kg (as anhydrous calcium
disodium EDTA)

388, 389 Thiodipropionates 200 mg/kg (as thiodipropionic
acid)
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Ainsi, en tenant compte de ces recommandations, des concentrations de 0,01 et 0,004% w/v
d’a-tocophérol et de gallate de propyle dans 1’émulsion initiale, respectivement, ont &té
sélectionnées afin d’obtenir des concentrations de 500 et 200 mg/kg de poudre pour ces deux
composés. Pour évaluer I’effet de la concentration sur ’activité antioxydante de ces deux
molécules, deux concentrations plus importantes ont également été testées : 0,04 et 0,02% wi/v
pour 1’a-tocophérol et le gallate de propyle, respectivement.

Les émulsions destinées a étre séchees ont donc été formulées selon le protocole décrit a la
section 11.2.2.2.3 puis séchées par le procédé d’atomisation comme décrit a la
section 11.2.2.4.1. Nous avons considéré que 1’ajout de ces faibles quantités d’antioxydant
n’allait pas entrainer de modification majeure de la nature des émulsions et des
microparticules produites. Ainsi, seule la stabilité oxydative des huiles encapsulées a été
évaluée a to et apres différents temps de stockage.

V.2.2. Etude de la stabilité oxydative

Les microparticules formulées a partir de 10% w/v d’extraits protéiques de pois, de 0,1% w/v
de pectine, de 10% w/v d’huile de tournesol, de 0,01 ou 0,04% w/v d’a-tocophérol seront
notées M-aT(0,01) et M-aT(0,04), respectivement. Celles formulées a partir de 0,004 ou
0,02% wi/v de gallate de propyle seront notées M-PG(0,004) et M-PG(0,02), respectivement.

V.2.2.1. Stabilité oxydative et cinétiques de vieillissement

De la méme maniére que pour les essais précédents, les tests d’efficacité des antioxydants ont
été réalisés par analyse au Rancimat en déterminant les IP immédiatement aprés production
des microparticules (Tableau 5-2), puis aprés différents temps de stockage a 25 °C afin
d’établir les cinétiques d’oxydation (Figure 5-2).

Tableau 5-2 Temps d’induction normalisés (AIP) des huiles encapsulées et renforcées par ajout de
molécules antioxydantes et comparés au AIP de la formulation sans ajout d’antioxydant (contrdle)

Echantillon AIP (h)
M-PP/P(0,1) (contrdle) 13,12 £0,17¢
M-aT(0,01) 11,27 £0,11°
M-aT(0,04) 6,55+ 0,232
M-PG(0,004) 13,55+ 0,35°
M-PG(0,02) 17,58 +0,21¢

*d|es moyennes suivies par des lettres différentes sont significativement différentes (p < 0,05)

Les résultats du Tableau 5-2 montrent des effets antagonistes entre 1’a-tocophérol et le
gallate de propyle. En effet, d’un coté, les mesures des AIP montrent une diminution
significative de la stabilité oxydative de I’huile de tournesol encapsulée par augmentation de
la concentration d’a-tocophérol utilisée. En effet, des chutes de 1,85 et 6,57 h du AIP de
M-PP/P(0,1) ont été observées pour M-aT(0,01) et M-aT(0,04), respectivement. Ainsi, plus la
concentration d’a-tocophérol apportée est importante, moins le temps de stabilité de 1’huile

153



Chapitre V. Co-encapsulation de molécules antioxydantes

est long. Ce résultat suggére donc un effet pro-oxydant de 1’a-tocophérol dans le cadre de
cette étude.
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Figure 5-2 Stabilité oxydative de 1’huile de tournesol co-encapsulée avec différentes concentrations
d’antioxydant (courbes noires) et comparée a la stabilité oxydative de I’huile de tournesol ayant servi a
formuler les microparticules (courbes grises). Les marques rouges indiquent les dates de durabilités
minimales des huiles pures

Ce constat peut sembler surprenant compte-tenu des nombreuses études ayant prouve
I’efficacité antioxydante de 1’a-tocophérol. Néanmoins, des résultats similaires ont été
observés sur une étude traitant de I’effet de différents antioxydants sur la stabilité oxydative
de I’huile de lin (Figure 5-3) [234]. Les auteurs ont observé une augmentation des IP (ou
OSI) apres ajout de différents antioxydants, a I’exception de 1’a-tocophérol, ou les IP ont
chut¢ avec 1’augmentation de sa concentration. L’huile de lin enrichie de 400 ppm
d’a-tocophérol a montré un IP de seulement 1,98 h, contre 2,40 h pour I’huile de lin pure.

Une autre étude ayant porté sur I’effet de 1’addition I’a-tocophérol sur la stabilité oxydative de
I’huile de soja en conditions accélérées, a montré que 1’utilisation de cette molécule pouvait
entrainer une initiation plus précoce de 1’oxydation, réduisant la stabilit¢ de I’huile et
prouvant ainsi un effet pro-oxydant de 1’a-tocophérol [235]. Ces résultats ont été expliqués
par une modification des réactions de formation des produits d’oxydation par 1’ajout
d’a-tocophérol. En effet, ajouté en fortes concentrations, il induirait la génération de produits
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d’oxydation de configuration (Z,E) normalement non détectés lors de 1’oxydation des huiles
végetales et formés a des stades précoces.
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Figure 5-3 Temps d’induction de I’huile de lin et de ses mélanges avec différents antioxydants
obtenus a 110 °C par tests au Rancimat [234]

A contrario, malgré une amélioration non significative du AIP de M-PG(0,004)
comparativement au AIP de M-PP/P(0,1), une augmentation de la concentration en gallate de
propyle a 0,02% w/v a permis d’observer une amélioration significative de ce temps de
stabilité oxydative a to (Tableau 5-2). Une amélioration est également visible sur les essais en
stockage (Figure 5-2). En effet, un croisement des courbes entre 1’huile encapsulée et 1’huile
pure plus précoce est observé pour M-PG(0,004), comparativement a M-PG(0,02). Ces
résultats confirment donc I’efficacité antioxydante du gallate de propyle sur la stabilité
oxydative de I’huile de tournesol ayant été précédemment observée (Figure 5-1).

V.2.2.2. Effet de la température de stockage sur la stabilité oxydative des
microparticules

Afin d’évaluer Ieffet de la température de stockage sur la stabilit¢ oxydative de I’huile,
immédiatement aprés la production de la poudre, 1’échantillon M-PG(0,004) a eté stocké a
differentes températures et la stabilit¢ oxydative de I’huile encapsulée a été mesurée a
differents temps de stockage. La Figure 5-4 montre les temps d’induction (IP) des
microparticules stockées a 4 et 25 °C.

Il peut étre observé que le stockage a basse température (4 °C) permet de ralentir
significativement 1’oxydation de I’huile encapsulée, comparativement a un stockage a
température ambiante (25 °C). Des résultats similaires ont été observés dans le cadre d’une
¢tude visant a ralentir les phénomeénes d’oxydation de I’huile de lin par encapsulation dans
une matrice complexe de protéines de lait et d’alginate [210]. Cet effet peut étre attribué au
fait que des vitesses d’oxydation supérieures sont obtenues a plus haute température,
hypothése egalement proposée par d’autres auteurs [238,239].
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Figure 5-4 Stabilité oxydative de I’huile de tournesol co-encapsulée avec 0,004% wi/v de PG et
stockée a différentes températures

V.2.2.3. Application au renforcement de la protection de 1’huile de lin

La formulation effectuée a partir de 10% w/v d’extraits protéiques de pois, de 0,1% w/v de
pectine et de 0,004% w/v de gallate de propyle a été appliquée a I’encapsulation d’huile de
lin. Cet échantillon sera nommé M-PG(0,004)(L) dans cette partie. Les cinétiques de
vieillissement de 1’huile encapsulée et de I’huile de lin pure sont présentées a la Figure 5-5.
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Figure 5-5 Stabilité oxydative de I’huile de lin co-encapsulée avec 0,004% w/v de PG (courbe noire)
et comparée a I’huile de lin ayant servi a formuler les microparticules (courbe grise). La marque rouge
représente la date de durabilité minimale de 1’huile pure

Comme observé dans les deux chapitres précédents, les conditions d’encapsulation validées
par cette étude semblent particuliérement efficaces pour la protection de 1’huile de lin contre
I’oxydation. Dans ce cas, I’utilisation de 0,1% w/v de pectine et de 0,004% w/v de gallate de
propyle permet d’améliorer significativement I’IP de 1’huile encapsulée (voir les résultats de
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M-PP(L) du Tableau 3-9 et de la Figure 3-27). En effet, a to, le AIP est passé de 14,96 a
25,69 h.

Cette poudre ayant été formulée au mois de février 2019, les analyses en vieillissement ne
permettent pour I’instant pas d’obtenir le gain total de temps de stockage de I’huile de lin
encapsulée. En revanche, ces résultats montrent que I’huile pure s’oxyde complétement autour
de 150 jours a 25 °C et que I’huile encapsulée n’est toujours pas oxydée apres 217 jours de
stockage.

V.3. Essai aI’échelle pilote

Cette partie présente des résultats préliminaires pour la production de nos microparticules en
utilisant un atomiseur pilote. L’objectif de cette étude est de vérifier la faisabilité du procédé
développé a I’échelle laboratoire a la production a plus grande échelle. Ainsi, la formulation
de M-PG(0,004) a été utilisée pour la production de poudre sur 1I’appareil MOBILE MINOR.
Les parameétres d’atomisation sont décrits a la section 11.2.2.4.2. Les microparticules ainsi
produites ont été caractérisées en terme de taux d’humidité et d’activité de 1’eau, de
distribution de tailles (Figure 5-6), de morphologie (Figure 5-7), d’efficacité d’encapsulation
(EE), de stabilité oxydative (Figure 5-8) et de rendement d’atomisation.

Les analyses du taux d’humidité et de 1’activité de 1’eau (aw) de 1’échantillon ont montré des
valeurs de 7,4 + 0,2% et 0,433 £ 0,019, respectivement. La poudre obtenue est donc
significativement plus humide que celles obtenues par 1’utilisation de 1’atomiseur de
laboratoire. La formulation liquide initiale étant strictement identique a celle produite
précédemment, cette différence provient de 1’appareillage utilisé. En effet, I'utilisation d’un
type de buse différent (turbine contre buse bi-fluide), d’un débit possiblement trop élevé et
I’obtention d’une température de sortie légérement inférieure (85 contre 90 °C) sont autant de
facteurs pouvant expliquer cette différence.

Concernant la distribution de tailles des microparticules (Figure 5-6), la population apparait
relativement monomodale avec un ds3 de 255 + 1,4 um. Les microparticules obtenues
présentent donc une taille supérieure a celles produites par 1’appareil de laboratoire,
s’expliquant principalement par le changement de type de buse. Cette augmentation de taille
est également visible sur les images MEBE de la Figure 5-7.

La morphologie obtenue correspond bien a celle observée pour les microparticules formulées
a partir d’extraits protéiques de pois et de pectine. Néanmoins, un phénomene de
« contraction » des microparticules plus prononcé peut étre observé, confirmant 1’application
de conditions de séchage différentes.
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Figure 5-6 Distribution volumique de la taille des microparticules M-PG(0,004) obtenues par
I’atomiseur pilote

Figure 5-7 Images obtenues en MEBE des microparticules M-PG(0,004) obtenues par 1’atomiseur
pilote

La poudre obtenue présente un AIP de 9,22 + 0,04 h, valeur significativement inférieure a

celle de M-PG(0,004) (13,55 £ 0,35 h).
La cinétique de stabilité oxydative de cet échantillon est également présentée a la Figure 5-8.

Malgré un AIP inférieur a to, les analyses en vieillissement montrent un croisement des deux
courbes au bout d’environ 150 jours de stockage, résultats sensiblement similaire a celui de la
poudre M-PG(0,004) formulée & I’échelle laboratoire (Figure 5-2).

L’EE du procédé est de 53 + 13%. Concernant la rentabilité économique du procédé,
I’utilisation de cet appareil a permis d’obtenir un rendement élevé de 64%.
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Figure 5-8 Stabilité oxydative de I’huile de tournesol co-encapsulée avec 0,004% w/v de PG (courbe
noire) par ’appareillage pilote et comparée a I’huile seule (courbe grise). La marque rouge indique la
date de durabilité minimale de 1’huile pure

Un récapitulatif des caractéristiques des poudres formulées avec 1’atomiseur de laboratoire et
I’atomiseur pilote est présenté au Tableau 5-3.

Tableau 5-3 Comparatif des paramétres caractéristiques des poudres M-PG(0,004) obtenues avec les
atomiseurs de laboratoire et pilote

Caractérisations des microparticules Echelle laboratoire Echelle pilote
Taux d’humidité (%) 19+0,1 74+0,2
Activité de I’eau (aw) 0,144 + 0,017 0,433 + 0,019
Diamétre moyen en volume (ds3) (um) 18,0+ 3,0 255+14
Efficacité d’encapsulation (EE) (%) - 53 +13
Temps de stabilité oxydative normalisé (AIP) (h) 13,12 £ 0,17 9,22+ 0,04
Rendement (%) 56 64

Ainsi, malgré la nécessité d’effectuer des tests complémentaires permettant de se rapprocher
des conditions de séchage appliquées pour les essais au laboratoire, ce premier résultat de
transposition d’échelle permet de confirmer la faisabilit¢ de production de poudre
microparticulaire protégeant efficacement 1’huile de tournesol de 1’oxydation et dont le
rendement est parfaitement satisfaisant pour 1’encapsulation d’une matiére active hydrophobe.

V.4. Conclusion

L’objectif principal de ce chapitre était d’étudier ’effet de la co-encapsulation de deux
molécules antioxydantes, 1’a-tocophérol et le gallate de propyle, sur la stabilité oxydative de
I’huile de tournesol et de I’huile de lin par mesure de la variation du temps d’induction des
huiles encapsulées par mesure au Rancimat en conditions accélérées.
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Dans une premiere partie, des microparticules formulées avec différentes concentrations
d’antioxydants ont été produites et analysées. Cette ¢tude a démontré 1’efficacité du gallate de
propyle en tant que ralentisseur de I’oxydation d’huiles riches en AGPI encapsulées. En effet,
I’oxydation lipidique de ces composés a été notablement réduite lors des analyses en
conditions accélérées en présence de 0,02% w/v de gallate de propyle. Les IP des huiles de
tournesol et de lin ont été significativement allongés en présence de gallate de propyle lors de
I’analyse au Rancimat. A contrario, 1’a-tocophérol a montré un effet pro-oxydant, confirmé
par une diminution de I'IP de [I’huile lors de I’augmentation de la concentration
d’a-tocophérol ajoute.

Dans une deuxiéme partie, un essai préliminaire de production de poudre a I’échelle pilote a
été réalisé. Malgré des résultats démontrant la nécessité d’optimiser les parameétres du procédé
afin de se rapprocher des conditions obtenues au laboratoire, ces premieres analyses ont
montré des résultats prometteurs permettant de prédire la faisabilité du procédé a plus grande
échelle.
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Conclusion géenérale & perspectives

Ce travail de thése avait pour objectif principal d’étudier différents moyens de stabilisation
d’huiles végétales oxydables par co-encapsulation de ces huiles avec des antioxydants au sein
de matrices constituées de biopolymeéres (protéines, polysaccharides et dérivés
polysaccharidiques). Cette encapsulation avait plusieurs objectifs : s’assurer de la bonne
conservation et de la stabilité des huiles lors des différentes étapes de transformation, de
cuisson ou de stockage ; fournir un support aux huiles et aux antioxydants afin de les
incorporer a des préparations alimentaires et permettre un contact direct entre ces huiles et les
antioxydants sélectionnés. Ainsi, deux procédés ont été retenus a cette fin: le séchage par
atomisation (spray-drying) et la sphérification par gélification externe d’alginate. Malgré des
premiers résultats prometteurs obtenus par 1’utilisation d’alginate de sodium, la partie du
séchage par atomisation a été sélectionnée pour faire 1’objet du corps de ce manuscrit. L’axe
de recherche suivi pour cette étude a consisté a améliorer progressivement la formulation, en
partant du facteur le plus impactant (la sélection du matériau d’enrobage principal) vers des
apports liés aux problématiques précédemment rencontrées (I’ajout de matiéres enrobantes
secondaires puis d’antioxydants), dont voici les principales conclusions.

*

La premiere grande partie de cette thése a consisté a sélectionner un matériau d’enrobage
permettant de réaliser une protection efficace des huiles oxydables. Ainsi, ce matériau devait
posséder de bonnes propriétés émulsifiantes afin de stabiliser la matiere active au sein
d’émulsions, mais également une bonne imperméabilité afin de protéger les huiles lors du
stockage. Des composants d’origine végétale ayant été privilégiés, des protéines végétales ont
tout naturellement été sélectionnées a cet effet. Dans un premier temps, les cing extraits
protéiques végétaux disponibles commercialement (issus des graines de chanvre, de pois, de
riz brun, de soja et de tournesol) ont été solubilisés en solutions aqueuses a différents pH afin
de sélectionner les conditions les plus appropriées et de différencier ces extraits. Les résultats
suivants sont apparus :

e Les protéines de riz brun ont montré une solubilité significativement inférieure a celles
des autres extraits, en raison de sa composition en fractions protéiques, riche en
fractions moins solubles, les prolamines et les glutélines, retrouvées principalement
dans les céréales. Les quatre autres proteines, issues de plantes dicotylédones et riches
fractions solubles de type globulines et albumines, ont montré des pourcentages de
solubilité supérieurs, particulierement sur les gammes de pH les plus basiques ;

e Au pH selectionné pour cette étude (pH = 7,8) et adapté aux applications alimentaires,
les protéines de chanvre, de soja et de pois ont montré les pourcentages de solubilité
les plus importants.

Les cing extraits protéiques ont ensuite été utilisés pour stabiliser des émulsions H/E. Les
constats suivants ont été observés :

e Malgré I’absence de molécules tensioactives dans les formulations, 1’utilisation de
protéines veégeétales seules a permis de former des eémulsions stables grace a
I’application de conditions d’émulsifications particulieres (modification du pH et
traitement a I’homogénéisateur a haute pression) ;
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e [’utilisation des extraits protéiques de pois et de soja a permis d’obtenir des
distributions de gouttelettes d’émulsions inférieures a 1 um et des émulsions de faibles
Viscositeés.

La derniére étape de la formulation a consisté a sécher les émulsions précédemment
formulées. Pour cela, deux conditions de séchage ont été appliquees :

e Un séchage a plus haute température (160 contre 120 °C) a entrainé une meilleure
évaporation de 1’eau contenue dans les gouttes d’émulsions et donc une meilleure
efficacité d’encapsulation de 1’huile au sein des microparticules produites, sans pour
autant dégrader la matiére active. Un séchage a 160 °C avec un débit de pompage de
I’émulsion initiale a 9 mL/min a donc été retenu pour effectuer 1’ensemble des
séchages de cette étude ;

e Les extraits protéiques de pois et de soja sont des matériaux enrobants efficaces
permettant d’augmenter significativement les temps de stabilité oxydative (IP) des
huiles de tournesol et de lin ;

e [’encapsulation d’huile de tournesol par I’extrait protéique de chanvre n’a pas permis
d’améliorer I’'IP de la matiere active. Malgré une composition intéressante et une
bonne solubilité des protéines de chanvre, leur présence en faible proportion dans
I’extrait (54% w/v) n’a pas permis de stabiliser des gouttelettes d’émulsions
suffisamment petites, entrainant ainsi une importante quantité¢ d’huile libre a la surface
des microparticules ;

e Concernant les extraits protéiques de tournesol et de riz brun, leur utilisation a entrainé
une diminution de I’IP de I’huile encapsulée en raison d’une encapsulation inefficace
et d’une importante quantité d’huile de surface. Ces résultats ont pu étre reliés a la
mauvaise solubilité et la composition en fractions protéiques de ces extraits.

L’extrait protéique de pois, et dans une moindre mesure I’extrait protéique de soja, est donc
un matériau particulierement efficace pour I’encapsulation et la protection d’huiles oxydables
par le procédé de séchage par atomisation. Ces résultats sont donc en accord avec les analyses
des extraits protéiques et des émulsions correspondantes. Cette encapsulation est apparue
comme particulierement efficace pour I’encapsulation de composés riches en AGPI de type
®-3, tels que I’huile de lin. Cependant, les analyses en vieillissement ont montré une perte
d’efficacité des extraits protéiques de pois et de soja lors du stockage pour 1’encapsulation
d’huile de tournesol, nécessitant 1’utilisation de matériaux enrobants secondaires permettant
de limiter le relargage de I’huile au cours du temps.

*

La deuxiéme partie de cette these a donc consisté a renforcer la matrice enrobante constituée
d’extraits protéiques de pois par ['utilisation de différents polysaccharides, 1’alginate de
sodium, I’inuline, la maltodextrine et la pectine. Les résultats obtenus nous ont permis de
conclure que :
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e [’utilisation de I’ensemble de ces polysaccharides a hauteur de 2% w/v a permis
d’améliorer significativement la stabilit¢ oxydative de [’huile encapsulée sur
I’ensemble de la durée de stockage de la poudre (plus d’une année) en raison de
I’amélioration des propriétés filmogenes de la matrice enrobante lors du stockage,
limitant ainsi les phénomenes de relargage de la matiere active au cours du temps ;

e Cependant, afin d’améliorer ces propriétés, les polysaccharides doivent étre apportés
en quantité suffisante. En effet, dans le cas de 1’addition de pectine, des concentrations
de 0,1 et 0,5 % w/v n’ont pas permis d’améliorer la durée de conservation de I’huile,
comparativement a [’huile encapsulée dans une matrice constituée d’extraits
protéiques de pois purs.

%

Enfin, la derniere grande partie a traité de la co-encapsulation d’huiles oxydables avec deux
molécules antioxydantes, 1’a-tocophérol et le gallate de propyle, afin de renforcer la
protection de I’huile et de fournir un support a ces antioxydants pour améliorer leur
absorption et leur biodisponibilité. Ainsi, les phénomeénes suivants ont été observes :

e L’impact de ces antioxydants sur la stabilité oxydative de la matiere active est dose-
dépendant ;

e L’o-tocophérol et le gallate de propyle possédent des effets antagonistes sur
I’oxydation des huiles oxydables. En effet, I’a-tocophérol a montré une activité pro-
oxydante tandis que 1’utilisation du gallate de propyle en concentration suffisante a
montré une amélioration de la stabilité oxydative des huiles encapsulées.

*

Ce travail de these a donc permis de développer une nouvelle formulation pour la protection
d’huiles végétales oxydables par spray-drying. En effet, grace a I'utilisation de matériaux
enrobants adéquats, la production de poudre contenant une importante proportion de matiere
active (plus de 45% w/v) a pu étre réalisée sans 1’utilisation de molécules tensioactives ou de
solvants potentiellement toxiques. Ainsi, I’utilisation d’extrait protéique de pois a montré une
efficacité significativement supérieure a celles des autres extraits testés, augmentant les temps
de stabilité des huiles de tournesol et de lin de 12 et 15 h, respectivement. De plus, la
combinaison de ces extraits protéiques avec différents polysaccharides a montré une
amélioration des propriétés filmogenes de la matrice lors du séchage, limitant ainsi les
phénomenes de relargage de la matiere active lors du stockage. Enfin, les résultats obtenus ont
montré que le gallate de propyle est un antioxydant particulierement efficace contre la
dégradation d’huiles riches en AGPI.

*

Les perspectives qui s’offrent a ces travaux sont nombreuses. Tout d’abord, comme décrit a la
fin de ce manuscrit, le premier essai de transposition a I’échelle pilote a montré des résultats
prometteurs. Cependant, il semble nécessaire d’effectuer des tests complémentaires de
modification des parameétres de séchage afin de se rapprocher des caractéristiques de la
poudre obtenue a 1’échelle laboratoire (diminution de la taille des microparticules produites,
augmentation de ’efficacité d’encapsulation, amélioration de la stabilité oxydative de 1’huile
encapsulée). Ensuite, des études d’intervention nutritionnelle sur le modele murin pourront
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étre envisagées afin de mesurer et de comparer les effets nutritionnels de la consommation des
huiles encapsulées. En effet, 1’administration de lipides plus ou moins oxydés et
d’antioxydants est susceptible d’affecter certains paramétres de santé (croissance, souffrance
hépatique, inflammation) et de statut nutritionnel (niveau d’acides gras circulants).

Concernant I’utilisation des différents extraits protéiques végétaux, il pourrait étre intéressant
d’étudier I’efficacité des protéines pures ou d’effectuer leur extraction dans les extraits
utilisés. A titre d’exemple, D’extrait protéique de chanvre a montré des résultats trés
intéressants malgré la faible quantité de protéines présentes dans cet échantillon (54% w/v).
De plus, a notre connaissance, aucune référence n’a relaté ’utilisation de ce biopolymére pour
des applications d’encapsulation de maticres actives sensibles. Il est néanmoins important de
noter que ces protéines présentent une couleur verte vive pouvant empécher leur utilisation
pour certaines applications. Ainsi, il pourrait également étre intéressant d’effectuer
I’extraction des composés phénoliques responsables de cette coloration (acides
chlorogéniques).

Enfin, la partie d’encapsulation par gélification d’alginate de sodium n’est qu’une premicre
ébauche des possibilités envisagées. Concernant la fabrication de ces billes, la principale
limitation repose sur la difficulté de les sécher en raison de la modification structurelle de
I’hydrogel d’alginate, entrainant un relargage de 1’huile encapsulée lors de 1’évaporation de
I’eau. L’analyse de la stabilité oxydative au Rancimat ne pouvant étre effectuée que sur des
échantillons contenant une tres faible quantité d’eau, d’autres méthodes de mesure pourraient
étre envisagées, par extraction d’huile, par exemple. L’utilisation de conservateurs adaptés
pourraient également étre envisagée afin de trouver une nouvelle application alimentaire a ces
billes riches en eau, dans des formulations de type « caviar d’huile ». De plus, lors de la
production des capsules d’alginate renfermant un cceur composé d’huile, des difficultés ont
été rencontrées pour centrer parfaitement cette gouttelette de matiere active au sein de la bille
en raison du type de pompe utilisée (pompe péristaltique), déstabilisant le flux, mais
également en raison de la différence de densité entre I’huile végétale et la solution d’alginate
de sodium. Ainsi, des essais d’optimisation pourraient étre réalisés en utilisant, par exemple,
un autre type de pompe et des additifs dans la formulation afin de pallier cette différence de
densité entre les deux fluides.
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Annexe Liste des principaux antioxydants alimentaires avec leurs mécanismes d'action

[41,44,240,241]
Classification Nom Formule Mecan.lsme
d’action
OH
D
Hydroxytoluene I Ogrr;ellérne
butylé (BHT) ydrog
~ \o
i D
Hydroxyanisole I Ogrr;ellérne
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OH OH
OH OH Donneur

Antioxydants synthétiques

Butylhydroquinone
tertiaire (TBHQ)

d’hydrogene

Acide éthyléne

A
f”l

Chélation de

Gallate de propyle

d’hydrogéne

diamine tétraacétique métaux de
(EDTA) 7‘) transition
Donneur

\/\

Enzymatiques
Primaires

Antioxydants naturels

Superoxyde
dismutase (SOD)

Il existe trois formes de SOD dans
I’organisme. La SOD1 est un homodimére
contenant une liaison disulfure
intramoléculaire et un site cuivre/zinc sur
chaque sous-unité.

La SOD2 est un homotétramere possédant
un ion maganeése sur chaque sous-unité.
La SOD3 est un tétramére complexé par
des ions cuivre et zinc.

Elimination des
hydroperoxydes

La catalase CAT est un tétramére dont

Elimination des

Catalase (CAT) chaque sous-unité contient une molécule
b hydroperoxydes
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La GPx est un tétramére dont chaque sous-
Glutathion unité contient un atome de sélénium Elimination des

peroxydase (GPx)

incorporé dans une molécule de
sélénocystéine.

hydroperoxydes
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Glutathion réductase La GR est un homodimére dont chaque Donneur
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«©
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8
S OH
=
E e}
§, Donneur
c Acide x , .
¢ . o d’hydrogéne
= paracoumarique
z OH
OH Chélation de
métaux de
OH ..
transition
L. OH (o]
Quercétine Donneur
d’hydrogene
OH
3 Piégeurs d’anions
k=l OH o
S superoxyde
% Chélation de
(T OH métaux de
Q transition
Catéchine oH Donneur
d’hydrogene

Piégeurs d’anions
superoxyde




Annexe
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OH
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OH o}
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quatre tocophérols et quatre tocotriénols. d’hydrogéne
La forme la plus active biologiquement est
I’a-tocophérol. Désactivation
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