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Modulation de la Cristallisation de |la Matiére Grasse Laitiére
en Phase Continue ou Dispersée

La matiére grasse laitiere anhydre (MGLA) est composée a plus de 98 % de triglycérides. Leur
diversité, liée a la nature des acides gras estérifiés, induit un comportement complexe de la MGLA
lors de sa cristallisation. Par ailleurs, d’autres composés, dits mineurs, présents de maniére endogéne
ou formés lors de procédés de transformation peuvent moduler le processus de cristallisation.
Néanmoins, leurs modes d’action sont encore mal connus, rendant la maitrise du processus de
cristallisation délicat. La mise en ceuvre de méthodes de caractérisation a différentes échelles (RMN,
diffraction des rayons X, microscopie optique, analyse thermique différentielle, rhéologie) et a
différentes températures permet de discriminer les mécanismes d’action des composés mineurs sur la
cristallisation de la MGLA en phase continue ou dispersée. Ainsi, les composés mineurs modifient la
cinétique de cristallisation de la MGLA, en agissant sur ses deux étapes, la nucléation et la
croissance. En accélérant ou en ralentissant la vitesse de cristallisation, ils modifient la nature et/ou la
structure du réseau cristallin et, éventuellement, les propriétés macroscopiques de la matiére grasse.
Les mécanismes d’action des composés mineurs sur la cristallisation de la MGLA dépendent de leur
nature chimique (longueur de la chaine carbonée, degré d’insaturation, estérification) et de leur
concentration. Lorsque la matiére grasse est émulsionnée, son confinement et la création d’interfaces
complexifient le processus de cristallisation : les composés mineurs modulent la cristallisation via
l'interface ou la phase grasse selon leur affinité préférentielle pour 'une ou I'autre des deux phases de
I’émulsion et induisent des propriétés thermiques et structurales spécifiques. Ce travail permet, donc,
de mieux comprendre les facteurs qui modulent la cristallisation de la matiére grasse et ainsi de mieux
maitriser 'un des processus déterminants dans I'élaboration de la structure et de la fonctionnalité des
produits laitiers.

Mots clés : Matiere grasse laitiere anhydre, cristallisation, composés mineurs, émulsion, micro- et
nano-structure

Modulation of Milk fat Crystallization in Bulk Phase and Emulsion

Anhydrous Milk Fat (AMF) comprises more than 98% triglycerides. The diversity of the esterified fatty
acids induces a complex behavior of AMF during crystallization. In addition, other minor components,
either endogenously present or added upon processing modulate AMF crystallization. Nevertheless,
the mechanisms underlying their mode of action are still poorly understood, making the mastery of fat
crystallization difficult. Several characterization methods (NMR, X-ray diffraction, optical microscopy,
differential scanning calorimetry, rheology) were implemented to screen a large set of minor
components at different scales and temperatures. The approach enabled to gain knowledge about the
involved mechanisms, both in bulk and in the emulsified state. Minor components modify the kinetics
of AMF crystallization through their impact on the two main stages of the process, nucleation and
growth. By accelerating or slowing down the rate of crystallization, they modify the nature and/or the
structure of the crystal lattice and, possibly, the macroscopic properties of AMF. The impact of minor
components on AMF crystallization depend on their chemical nature (length of the carbon chain,
degree of unsaturation, esterification) and on their concentration. When fat is emulsified, confinement
and interfacial effects come into play. Minor components modulate crystallization via the oil/water
interface or via the fat phase depending on their preferential solubility, which may induce specific
thermal and structural properties. On the whole, this study enables a better understanding of the
factors that modulate milk fat crystallization and provides useful guidances for a better control of this
key process controlling the structure and function of dairy products.

Keywords: Anhydrous Milk Fat, crystallization, minor components, emulsion, hano- & micro-structure
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Introduction

La matiere grasse du lait se distingue des autres matiéres grasses par la complexité de sa
composition, qui conduit a des propriétés technologiques largement mises a profit dans
I'industrie agroalimentaire. Ainsi, elle contribue au fondant du fromage triple-créme, au
foisonnement de la creme chantilly, a la stabilité des cremes glacées ou au feuilletage des
croissants. De plus, elle est a I'origine d’un large éventail d’aromes, du « golt de beurre »

des viennoiseries aux notes plus intenses des fromages affinés.

Dans les produits laitiers, la matiere grasse se retrouve sous différentes formes. Dans le lait
et dans la creme, elle est divisée sous forme de fines gouttes (<10 um) dans de l'eau,
formant ainsi une émulsion de type huile-dans-eau. Dans les fromages, les gouttes de
matiére grasse sont enchassées dans un réseau solide formé par les protéines. A I'inverse,
dans le beurre, I'eau et les protéines constituent les gouttes dispersées dans le réseau gras, il
s'agit d’'une émulsion de type eau-dans-huile. Quand le beurre est exempt de phase
aqueuse, la matiere grasse est concentrée a plus de 99 %, on parle de matiere grasse laitiére

anhydre (MGLA).

Le large spectre d’acides gras de la MGLA, associé a leur répartition dans les triglycérides,
entraine un comportement thermique de cette matiére grasse tout a fait particulier. A
température ambiante, elle n’est ni complétement liquide comme I'huile d’olive, ni aussi
solide que le beurre de cacao. Elle est constituée d’'un mélange de liquide et de solide,
organisé sous forme d’un réseau cristallin. L'organisation de ce réseau dépend largement de
la nature des triglycérides, majoritaires dans la matiere grasse, et des conditions de
cristallisation. Mais la composition en triglycérides est complexe et peut présenter des
fluctuations saisonnieres et géographiques. Les propriétés thermiques et structurales de
cette matiére grasse sont donc difficiles a maitriser et a orienter. La problématique se
complexifie quand on sait que ces propriétés sont aussi influencées par I'état de dispersion
de la matiére grasse (milieu continu ou émulsionné), et par d’autres molécules présentes
naturellement dans la MGLA ou apparaissant au cours des procédés de transformation : les

composés mineurs.
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Ce travail de these, réalisé en collaboration entre l'Institut de Chimie et Biologie des
Membranes et des Nano-objets (CBMN) et la société Soredab, s’inscrit dans une démarche
d’acquisition de connaissances sur la cristallisation de la matiere grasse laitiére sous
différentes formes (milieu continu, émulsions huile-dans-eau) et en présence de composés
mineurs de différentes natures, appelés modulateurs de cristallisation. Les résultats obtenus
doivent permettre d’orienter le phénomene de cristallisation de la matiere grasse laitiere
avec I'objectif final d’améliorer la qualité des produits alimentaires contenant de la matiére
grasse laitiere (cremes, fromages, beurres, etc.), en maitrisant leurs propriétés rhéologiques

et sensorielles.

Le mémoire de thése est divisé en quatre parties. Le premier chapitre présente les
mécanismes de cristallisation de la matiere grasse laitiere en phase continue, a différentes
échelles. Une attention particuliere est portée sur la modélisation de la cinétique et sur
I'action des composés mineurs. Puis, les concepts généraux relatifs aux émulsions et a la
cristallisation en émulsion sont décrits. Le second chapitre détaille les méthodes
expérimentales mises en ceuvre pour suivre la cristallisation de la matiére grasse laitiere a
différents niveaux (nanostructure, microstructure, macrostructure), et pour caractériser les
émulsions. L’étude de I'influence des composés mineurs sur la cristallisation de la matiéere
grasse laitiere en milieu anhydre fait I'objet du troisieme chapitre. La cristallisation de la
matiére grasse est étudiée a différentes températures, pour différentes concentrations de
composés mineurs, seuls ou en mélange. Elle fait 'objet d’une analyse multi-échelle. Des
hypothéses sur les mécanismes d’action des composés mineurs sont proposées. Enfin, dans
le quatrieme chapitre, la matiére grasse laitiére est étudiée en milieu dispersé. La mise en
émulsion complexifie les mécanismes de cristallisation. L’accent est mis sur des composés
mineurs dont I'action en phase continue est démontrée. L'influence de leur présence et de
leur concentration est analysée en fonction du diametre moyen de I’émulsion. La conclusion
a pour vocation de mettre en exergue les grands principes régissant la cristallisation de la

MGLA sous différentes formes et en présence des différents modulateurs de cristallisation.



Chapitre 1 : Etat de I'art

1. Matiére grasse laitiére : relation composition / propriétés physiques

1.1. Composition chimique de la matiére grasse laitiére

Dans le lait, la matiére grasse représente en moyenne 31 % de la matiéere séche, soit 4 % de
sa masse totale [1]. La matiére grasse laitiere anhydre (MGLA) peut étre obtenue par
séparation de la partie aqueuse du beurre par centrifugation a chaud. Elle est composée de

différents lipides présentés dans le Tableau 1 [2].

Tableau 1 : Composition de la matiére grasse du lait de vache [2]

Classe de lipides  Proportion (% massique)

Triglycérides 98,3
Diglycérides 0,3
Monoglycérides 0,03
Acides gras libres 0,1
Phospholipides 0,8
Stérols 0,3
Caroténoides Traces
Vitamines Traces

Les triglycérides (TAG) sont les lipides majoritaires de la MGLA. Ils sont constitués de trois
acides carboxyliques estérifiés sur un squelette glycérol (Figure 1). Quand la nature de ces
acides gras differe, le carbone central du glycérol est asymétrique. Les trois positions des
acides gras ne sont donc pas équivalentes. Par convention, elles sont numérotées sn;, sn, et

SNs.

- R, 3 = chaines aliphatiques

R3 O

Figure 1 : Projection de Fisher d'un triglycéride
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Les TAG du lait combinent plus de 400 acides gras qui different par leur longueur de chaine,
la présence de doubles liaisons ou de ramifications, la configuration cis / trans de ces
doubles liaisons. Cette diversité de nature des acides gras, associée a leur position sur le
glycérol, fait de la MGLA I'une des matiéres grasses naturelles les plus complexes. Les acides
gras prépondérants dans la MGLA sont présentés dans le Tableau 2. Les acides gras saturés
sont majoritaires : ils représentent plus de 70 % des acides gras totaux. Parmi eux, les acides
gras a chaine longue sont les plus importants : I'acide palmitique (16:0) a 28 % (Figure 2),
I'acide stéarique (18:0) a 12 % et I'acide myristique (14:0) a 11 %. Les chaines courtes et

moyennes saturées, comprises entre 4 et 10 carbones, sont aussi caractéristiques de la

MGLA.
Tableau 2 : Principaux acides gras de la MGLA. Adapté de [3,4]

Abré- Longueur de la chaine Nombre Proporfcion Valeurs extrémes (%)

viation Nom commun aliphatique d’insaturation e ma[g?que) [4]
4:0 butyrique 0 3,9 1,4-5,05
6:0 hexanoique 0 2,5 1,1-3,07
8:0 octanoique 0 1,5 09-21
10:0 décanoique 10 0 3,2 2,1-3,9
12:0 laurique 12 0 3,6 2,4-4,31
14:0 myristique 14 0 11,1 8,2-14,5
14:1 myristoléique 14 1 0,8 0,8-2,0
15:0 pentadécanoique 15 0 1,2 1,1-1,8
16:0 palmitique 16 0 27,9 22,0-37,5
16:1 palmitoléique 16 1 1,5 1,11-2,8
18:0 stéarique 18 0 12,2 6,6 —14
18:1 oléique 18 1 21,1 16,2 - 34,5
18:2 linoléique 18 2 1,4 1,3-2,9
18:3 a-linolénique 18 3 1,0 0,54-4,8

L'acide gras insaturé le plus abondant est I’acide oléique (18:1) a 21 %. C’est un acide gras
monoinsaturé cis (Figure 2), tout comme les acides myristoléique 14:1 (0,8 %) et
palmitoléique 16:1 (1,5 %). Mais la MGLA contient également des acides insaturés a 18
atomes de carbone dont les doubles liaisons sont en configuration trans, le principal étant
I'acide vaccénique (Figure 2). Ces acides gras 18:1 trans résultent de la biohydrogénation
incomplete des lipides insaturés dans le rumen et représentent environ 4 % des acides gras
totaux [5]. La MGLA compte également des acides gras polyinsaturés, principalement des

diegnes comme ['acide linoléique (18:2, n-6) et d’autres polyénes comme I'acide
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o-linolénique (18:3, n-3). L'originalité de la matiere grasse laitiere repose également sur ses
chaines grasses a nombre impair de carbone [6] dont |'acide pentadécanoique (15:0) a plus
de 1% et ses chaines ramifiées, principalement mono-méthylées, qui représentent environ
2,5% des acides gras totaux. Des acides gras hydroxylés et céto-acides ont aussi été

identifiés a de plus faibles concentrations [5].

0

HO/I'k/\/\/‘\/\/\/\/\cH3

Acide Palmitique (16:0)

o]

HO

Acide Oléique (18:1) 9-cis

Acide Vaccénique (18:1) 11-trans

Figure 2 : Acides gras saturés et insaturés cis et trans

Outre la complexité de la MGLA en termes de types d’acides gras présents, leurs
proportions peuvent étre trés variables (Tableau 2). Cette variabilité dépend notamment de
la race de la vache, de sa zone géographique d’élevage, de son stade de lactation, de son
alimentation et de la saison [7-9]. Un effet de ce dernier facteur est illustré sur la Figure 3.
Le changement d’alimentation des vaches entre I'hiver et I'été, i.e. ensilage contre
paturages, induit une augmentation de la teneur en acide oléique et une diminution de la
teneur acide palmitique en été. L'acide stéarique et les acides gras trans augmentent
également. L’herbe fraiche est plus riche en chaines 18:2 et 18:3 qui, sous 'action de la
biohydrogénation dans le rumen, conduisent a I'augmentation des teneurs en 18:0 et 18:1

dans la matiére grasse laitiere [8].
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Figure 3 : Effet de la saisonnalité sur le profil en acide palmitique (16:0) et acide oléique (18:1) de la MGLA. Adapté de [9]

Les acides gras ne sont pas combinés aléatoirement dans les triglycérides. Les TAG les plus

abondants sont présentés dans le Tableau 3.

Tableau 3 : Proportion (% massique) des principaux triglycérides de la MGLA [4,10,11]

TAG Moyenne1 Min® Max" TAG saturés’ TAG mono insaturés’ TAG dié?es et
[10] [10][4] [10] [11] [11] trienes” [11]
C26 0,24 0,19 0,33
C28 0,6 0,49 0,89
C30 1,18 0,97 1,91 4:0, 10:0, 16:0
C32 2,61 2,11 3,15 4:0,12:0, 16:0
C34 5,95 4,76 6,93 4:0,14:0, 16:0
4:0, 14:0, 18:0 4:0, 14:0, 18:1
C36 10,94 9,24 12,38 4:0, 16:0, 16:0
6:0, 14:0, 16:0
4:0, 16:0, 18:0 4:0,16:0, 18:1
C38 12,78 12,12 13,58 6:0, 16:0, 16:0 6:0, 14:0, 18:1
6:0, 14:0, 18:0
6:0, 16:0, 18:0 4:0,18:0, 18:1 4:0,18:1, 18:1
C40 10,06 9,49 11,23 8:0, 16:0, 16:0 6:0, 16:0, 18:1
10:0, 14:0, 16:0
10:0, 16:0, 16:0 10:0, 14:0, 18:1 6:0, 18:1, 18:1
C42 7,09 6,20 7,93 12:0, 14:0, 16:0
C44 6,68 5,43 7,83 14:0, 14:0, 16:0 10:0, 16:0, 18:1
14:0, 16:0, 16:0 12:0, 16:0, 18:1 10:0, 18:1, 18:1
C46 7,41 6,31 8,27 14:0, 14:0, 18:1
C48 9,06 7,99 10,65 14:0, 16:0, 18:0 14:0, 16:0, 18:1 12:0,18:1, 18:1
14:0, 18:0, 18:1 14:0, 18:1, 18:1
C50 10,91 9,72 11,99 16:0, 16:0, 18:1
16:0, 18:0, 18:1 16:0, 18:1, 18:1
C52 9,53 7,15 12,29 16:0, 18:1, 18:2
18:0, 18:0, 18:1 18:0, 18:1, 18:1
C54 4,61 2,65 7,82

18:1, 18:1, 18:1

! Teneurs massiques déterminées sur 440 échantillons de beurre en Allemagne par chromatographie en phase gazeuse
(CPG).

2 TAG correspondants, déterminés par chromatographie liquide haute performance (HPLC) couplée a la CPG, sur un
échantillon de beurre de Normandie. Seuls les TAG présents a plus de 0,5 % sont présentés, sans tenir compte de la
position des acides gras sur le squelette glycérol.
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La répartition des acides gras sur le squelette glycérol n’est pas aléatoire non plus. L’analyse
stéréospécifique des triglycérides a montré que les triglycérides laitiers sont trés
asymeétriques. La fréquence de répartition des acides gras sur les positions du glycérol a été
schématisée par Lavigne [4] (Figure 4). Les acides gras saturés a chaine courte sont
préférentiellement en position sns. Les acides palmitique et oléique sont préférentiellement
estérifiés en positions sn; et sns, alors que les acides gras de longueur intermédiaire sont

plutot en position interne [12].

40 60 80 10:0 12:0 14:0 16:0 1820 13:1

sn,

sn,

sn,

Figure 4 : Fréquence de la répartition des acides gras sur les trois positions du glycérol des triglycérides de la MGLA [4]

1.2.  Profil thermique de la matiére grasse laitiere

La composition lipidique complexe de la matiere grasse laitiére, tant en termes de nature

des acides gras que de nature des lipides, impacte directement ses propriétés physiques.

La température de fusion des acides gras dépend de leur capacité a s’auto-assembler. Plus
un empilement de chaines aliphatiques est dense, plus la température de fusion, i.e.
I’énergie qu’il faudra pour les dissocier, est élevée. Ainsi, la température de fusion des
acides gras dépend de leur longueur de chaine, de leur degré d’insaturation, de la
configuration des doubles liaisons et de la parité du nombre de carbones (Figure 5). Les
acides gras voient leur température de fusion augmenter avec la longueur de la chaine
d’acide gras. Les acides gras a nombre pair de carbones ont une température de fusion
supérieure a celle des acides gras a nombre impair. Pour une méme longueur de chaine, la

température de fusion diminue avec le nombre d’insaturations. La présence d’une double
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liaison cis conduit a une température de fusion inférieure a celle d’'une double liaison trans.
En effet, cette derniére redonne un caractére linéaire a la chaine d’acide gras dont le

comportement se rapproche alors de celui d’'un acide gras saturé (Figure 2).
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Figure 5 : Point de fusion des principaux acides gras de la MGLA en fonction de la longueur de chaine, de la parité du
nombre de carbones et des insaturations (nombre et configuration) d’aprés [4,13]

Nous avons vu que la MGLA est un mélange complexe de triglycérides, eux-mémes
combinaisons d’acides gras de nature variée. Aussi, elle ne présente pas un unique point de
fusion mais une plage de fusion entre -40 °C et +40 °C (Figure 6). Entre ces deux
températures, elle constitue un mélange hétérogene de phases solide et liquide. A 5 °C, la
température de conservation habituelle au réfrigérateur, la MGLA contient autant de phase
solide que de phase liquide. A température ambiante, elle ne contient plus que 10 3 15 % de
phase solide. La variation de composition en acides gras en fonction de la saison modifie le
profil de fusion de la MGLA. Pour toutes les températures, la matiére grasse d’hiver est plus

solide que la matiére grasse d’été, du fait d’une plus faible proportion d’acide oléique [7-9].
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Figure 6 : Profil de fusion de la MGLA en été et en hiver. Adapté de [14]

La courbe de fusion typique de la matiére grasse établie par calorimétrie différentielle a
balayage (DSC), présentée Figure 7, indique trois pics endothermiques h4, h, et h; que I'on
attribue classiquement a la fusion respective de trois fractions de la MGLA : bas point de
fusion (h,, low-melting fraction, LMF), point de fusion intermédiaire (h,, medium-melting
fraction, MMF) et haut point de fusion (hs3, high-melting fraction, HMF). Ces fractions ont
une composition en TAG différente. La HMF contient principalement des acides gras saturés
a chaine longue, la MMF deux acides gras saturés pour un acide gras a chaine courte ou
insaturée et la LMF contient deux acides gras a chaine courte ou insaturée pour un acide

gras a chaine longue et saturée [15].
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Figure 7 : Profil de fusion de la MGLA établi par analyse calorimétrique différentielle. Adapté de [16]

La température de fusion finale de la MGLA ne correspond pas a la température de fusion
maximale des triglycérides qui la composent pris séparément. En effet, les fractions solides

de la MGLA sont solubles dans sa partie liquide. La fraction molaire d’un triglycéride soluble
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dans la matiére grasse liquide peut étre calculée pour chaque température par I'’équation de

Hildebrand :

AHp (101
1nxi(T) =TX ?—? (Eq. 1)
)i

ou x; est la fraction molaire soluble du triglycéride i, AHy; est son enthalpie de fusion et T ;
sa température de fusion quand il n’est pas dilué. R est la constante des gaz parfaits. La

superposition des plages de fusion des triglycérides correspond au profil de fusion de la

MGLA [2].
1.3. Réseau cristallin de la matiére grasse laitiere

Nous avons vu que la MGLA est un systéme de composition complexe, dans lequel peuvent
coexister des phases solides et une phase liquide sur une large plage de températures. La
fraction solide s’organise a différentes échelles, sous forme d’un réseau cristallin. La Figure 8
schématise les différentes échelles de I'organisation de ce réseau et leurs ordres de
grandeur. On distingue généralement trois niveaux d’organisation : la nanostructure (0,4 a
100 nm), la microstructure (0,1 a 100 um) et la macrostructure (>100 um). Pour chaque

niveau, la matiére grasse laitiére peut s’organiser de différentes maniéres.

Matiére
grasse

Réseau

) cristallin
Agrégat Lamelle

Nano-cristal
< oc10 A

100 nm

Figure 8 : Organisation multi-échelle du réseau cristallin de la matiére grasse laitiére, ordres de
grandeurs. Adapté de [17]
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1.3.1. Nanostructure

Les cristaux de matiére grasse laitiere peuvent exister a I'échelle du nanométre sous
différentes formes cristallines, appelées polymorphes. Les trois principales formes
rencontrées dans les lipides sont la forme hexagonale a, la forme orthorhombique B’ et la
forme triclinique B. Chaque forme est associée a des distances réticulaires entre plans
d’atomes qui lui sont propres (Figure 9). Ces formes polymorphiques correspondent a
I'arrangement latéral des chaines d’acides gras dans I’espace. Les distances caractéristiques
des formes polymorphiques sont déterminées par diffraction des rayons X (DRX) aux grands

angles (WAXS).
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Figure 9 : Polymorphisme de la matiéere grasse. Adapté de [18]

La forme B est thermodynamiquement la plus stable, car la plus compacte. Les deux autres
formes, métastables, sont souvent rencontrées car leur énergie d’activation associée est
plus faible (Figure 10). Un quatrieme polymorphe, appelé y ou sub-a, moins courant et trés
instable, peut se former dans la MGLA a trés faible température (<-8 °C) pour des vitesses

de refroidissement rapides (>2,5 °C/min) [16].

Des transitions de phase des formes les plus instables vers les formes plus stables sont
possibles. Elles s"accompagnent d’une diminution de I'énergie libre du systéme et sont donc
exothermiques. Le polymorphisme des matiéres grasses est monotropique, ce qui signifie
que les transitions polymorphiques se font toujours d’une forme moins stable vers une
forme plus stable. Elles sont irréversibles. Pour passer d’une forme solide stable a une

forme solide moins stable, il est indispensable de passer par la forme liquide.

11
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Figure 10 : Energie d’activation et stabilité thermodynamique des différents polymorphes [19]

Dans la matiére grasse laitiere, il arrive souvent que des TAG différents s’associent et
cristallisent ensemble pour former des cristaux mixtes [20]. Le polymorphe a est favorable a
ce type de cristaux car il est assez lache pour admettre des molécules de composition en
acides gras différente. La forme B’ le permet également et conduit a des cristaux pouvant
étre aussi stables qu’une forme B, ce qui pourrait expliquer que cette derniére forme soit

peu observée dans la matiére grasse laitiere [14].

Les triglycérides s’organisent également dans un arrangement dit longitudinal. lls forment
des empilements, généralement sur deux, trois ou six longueurs de chaine suivant la nature
des acides gras qui les composent (Figure 11). Les distances caractéristiques de ces

empilements sont déterminées par DRX aux petits angles de diffraction (SAXS).

[

2L

Figure 11 : Empilement longitudinal des triglycérides : 2L ou 3L. Adapté de [21]
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Les lamelles de triglycérides forment des nano-plaquettes, longues et trés minces, de
quelques centaines de nanometres de long [17] (Figure 12). Elles sont les plus petites unités
structurales cristallines isolées jusqu’a présent. Elles sont observées en microscopie

électronique a transmission et leurs dimensions peuvent étre déterminées au moyen de la

largeur des pics de diffraction des rayons X.

Figure 12 : Observations de cryo-microscopie électronique a transmission de nano-plaquettes cristallines de la MGLA [22]
(Barre d’échelle 200 nm)

1.3.2. Microstructure

Les cristaux microscopiques sont des agrégats de nano-plaquettes. lls peuvent exister sous
différentes tailles et différentes formes comme des aiguilles ou des sphérulites [23] (Figure
13), qui ne sont pas corrélées avec leur polymorphisme. Ces cristaux ont des tailles
caractéristiques allant du micromeétre a la centaine de micrometres. lls sont agrégés par des
forces de van der Waals et forment un réseau cristallin a trois dimensions. La microscopie

optique en lumiére polarisée permet d’observer ces édifices.

Figure 13 : Observations de microscopie en lumiére polarisée de différentes microstructures obtenues pour la MGLA.
A. Aiguilles, B. Sphérulites [19]
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La masse cristalline de la MGLA s’organise de maniére hétérogéne et désordonnée et peut
étre décrite comme un objet fractal : sa microstructure reste globalement inchangée a
différents niveaux d’observation. Dans une gamme réduite de grossissement, un motif
statistiguement similaire a lui-méme se répete lors du changement d’échelle [24]. La
distribution de masse dans un réseau fractal est liée a la taille de la région d’intérét par une
loi de puissance :

M~RP (Ea. 2)
ou M est la masse, R la taille et D la dimension fractale. La dimension fractale peut étre
déterminée par des méthodes microscopiques, comme le comptage des particules ou le
comptage des boites, ou par la rhéologie [23]. Mais les différentes méthodes de
détermination de la dimension fractale conduisent a des valeurs différentes, chaque
méthode étant plus ou moins sensible aux parameétres de structure (taille et forme des

cristaux), au taux de solide ou a I’homogénéité du réseau [25].

1.3.3. Macrostructure : propriétés mécaniques

Les propriétés macroscopiques de la MGLA dépendent de son organisation aux différentes
échelles. La texture de la matiere grasse, parameétre primordial lors de sa mise en
formulation dans les produits alimentaires en fait partie. La texture dépend de tous les

niveaux d’organisation du réseau, mais particulierement de sa microstructure [19].

La fractalité du réseau de la matiére grasse laitiere a une influence sur ses propriétés
rhéologiques. Le réseau cristallin est un assemblage tridimensionnel de flocs de cristaux. Il
existe des liens entre cristaux d’un méme floc et entre les différents flocs (Figure 14). Le
module élastique macroscopique du réseau tient compte de I’élasticité des flocs et des liens
entre les flocs. Quand le systéme est trés peu concentré en solide (<10 %), les interactions
au sein d’'un méme floc déterminent le comportement élastique. A I'inverse, dans les
systemes ou le taux de solide est plus important, ce sont les liens entre flocs qui sont
déterminants. Dans ce cas, I'élasticité du réseau est inversement proportionnelle a la taille
des flocs, elle-méme liée au taux de solide par une loi de puissance impliquant la dimension

fractale. Le module élastique s’exprime alors par :

1
G' = A.®3-D (Eq. 3)
G' est le module élastique du réseau, @ son taux de solide, D sa dimension fractale et A une

constante indépendante du taux de solide mais dépendante de parametres de structure.
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Floc fractal
(microstructure)

Lien entre
les flocs

particule solide
(élément de microstructure)

Figure 14 : Schéma de I'organisation des flocs du réseau cristallin de la MGLA. D’aprés [19]

1.4. Mécanismes de cristallisation de la matiére grasse laitiére

Nous avons vu, précédemment, que les caractéristiques du réseau cristallin aux différentes
échelles dépendent de la composition chimique de la matiére grasse laitiere. Nous allons
maintenant aborder les mécanismes de mise en place de ce réseau au cours de la
cristallisation et discuter I'influence des conditions de cristallisation sur la mise en place du

réseau.

1.4.1. Force motrice de la cristallisation

La cristallisation est le changement d’état entre un liquide, mélange de triglycérides
désorganisés, vers un solide cristallin, organisé. Quand un substrat simple est dissout dans
un solvant, il cristallise lorsque sa concentration dépasse sa limite de solubilité. La
cristallisation de la matiére grasse laitiere est plus complexe a conceptualiser, dans la
mesure ou les triglycérides jouent a la fois le rbéle de substrat et de solvant et font
individuellement partie de I'une ou de I'autre phase en fonction de la température [26]. La
cristallisation est habituellement décrite comme un processus en deux étapes : la nucléation
et la croissance. Sa force motrice est la différence de potentiel chimique, Au, entre la phase

liquide et la phase solide.

Quand la concentration en solide dissout dans la phase liquide est supérieure a la
concentration de saturation a cette température, le systeme est dans un état métastable,

dit « sursaturé ».
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La différence de potentiel chimique est alors :

Ap = RT In (Eq. 4)

Cs(T)

ou R est la constante des gaz parfaits, T la température absolue, C la concentration en
triglycérides cristallisables dissouts dans la phase liquide et Csla solubilité limite a la
température considérée.

La cristallisation survient quand le mélange liquide est porté a une température inférieure a
sa température de fusion. La différence entre cette température imposée et la température
de fusion est appelée degré de surfusion [19]. La différence de potentiel chimique s’exprime

aussi sous la forme :

Ap = AHffT— (Eq. 5)
7

ou AHp est I'enthalpie de fusion et Ty la température de fusion.

Surfusion et sursaturation sont donc directement liées (Figure 15). Le degré de surfusion est
la force motrice de la cristallisation. Il détermine la probabilité de survenue du phénomeéne
de cristallisation et sa vitesse. Plus le degré de surfusion est important, plus la solution est
sursaturée, donc plus la cristallisation est probable et rapide. Aux faibles degrés de
surfusion, il existe une zone métastable, ou la cristallisation a cinétiguement une faible
probabilité de se produire alors qu’elle est thermodynamiquement possible. Cette zone de
métastabilité s’explique par I'existence d’une barriére d’énergie a outrepasser pour former

les premiers germes cristallins appelés aussi nuclei.

Solubilité
Solide + Liquide

conditions de degré de
cristallisation surfusion

concentration
enTAG
cristallisables

sursaturation :

Liquide

Température

Figure 15 : Diagramme de cristallisation théorique : surfusion et sursaturation
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La MGLA est un mélange complexe de TAG, difficile a organiser. Sa zone de métastabilité a

été établie en faisant varier les proportions en fractions HMF et LMF (Figure 16).
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Figure 16 : Solubilité de la fraction haut point de fusion de la MGLA (AMF : anhydrous milk fat) dans la fraction bas point
de fusion : surfusion et sursaturation [27]. S : phase solide, L : phase liquide

1.4.2. Nucléation

La transition de phase de I'état solide a I'état liquide est associée a une diminution de
I’énergie libre proportionnelle au volume de solide. Mais dans le méme temps, ce
changement d’état crée une interface solide/liquide. Augmenter I'aire de contact entre un
germe cristallin et le mélange fondu est responsable d’une énergie libre positive due a la
tension de surface (énergie de surface) et proportionnelle a I'aire du germe. La variation

totale de I’énergie libre est donc la somme de ces deux contributions :

AG = AGyorume + AGinterface (Eq. 6)
4 1

AG,(r) = =nr3 —Au + 4nr?y (Eq.7)
3 Vin

ou y est la tension de surface entre le solide et le liquide et Vim le volume molaire.

Il existe une taille critique 7. du germe pour laquelle ces deux effets se compensent. En
dessous de cette taille, les nuclei solides fondent. Au-dela, un nucleus se forme et continue
de croitre.
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AG AG interface
Energie d’activation
nucléation
¥ Rayon
Taille critique

Figure 17 : Energie libre de nucléation

Cette taille correspond donc a une énergie d’activation de nucléation, AG,?, a dépasser pour
que le germe puisse croitre. Elle explique I'existence d’une zone de métastabilité. Pour
déterminer cette taille critique, 7, il convient de dériver I’équation 7. Quand le rayon atteint

7., AG passe par un maximum et sa dérivée s’annule. Il vient :

o= 2YVm (Eq. 8)
c

Ap

16my3. V3. TF (Eq.9)

AGH = AG,(1,) = ————=
" "N 3AHE(Ty - T)?

Ainsi, I’énergie d’activation tend a diminuer avec le degré de surfusion (T; — T). La zone de
métastabilité correspond au domaine de surfusion pour lequel I'énergie d’activation reste

significativement supérieure a I'énergie thermique kgT, ou kg est la constante de Maxwell-

Boltzmann.

Quand le nucleus se forme spontanément dans le volume de matiere grasse liquide, on
parle de nucléation homogéne. En pratique, les nuclei se forment au contact des surfaces
des réacteurs, d’'impuretés solides ou a partir de molécules autres que les TAG présentes
dans le volume. La présence de particules solides réduit la barriere d’énergie de nucléation,

on parle alors de nucléation hétérogene.
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1.4.3. Croissance cristalline

Une fois que des nuclei stables sont formés, ils croissent par adsorption des triglycérides de
la phase liquide a I'interface pour former des cristaux. Les différentes faces du cristal sont
susceptibles de croitre a des vitesses différentes. La vitesse de croissance peut étre limitée,
soit par la diffusion des molécules dans la phase liquide, soit par leur incorporation a
I'interface solide/liquide. La viscosité de la phase liquide peut influencer la diffusion de
molécules cristallisables vers I'interface ainsi que celle de molécules non cristallisables loin
de l'interface. Comme la cristallisation est un phénomeéne exothermique, la diffusion de la
chaleur loin de linterface est aussi importante [27]. La prépondérance de ces deux facteurs
limitants est dictée par la surfusion. Pour de faibles degrés de surfusion, l'incorporation des
molécules aux nuclei limite la croissance, tandis que pour d’'importants degrés de surfusion,

la diffusion des TAG dans la phase liquide est limitante [28].

Au cours de la post-cristallisation, des ponts rigides peuvent se mettre en place entre les

cristaux, ce qui consolide le réseau selon un processus appelé frittage (Figure 18) [29].
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Figure 18 : Consolidation du réseau cristallin par frittage [14]

1.4.4. Influence du procédé de refroidissement sur la cristallisation

1.4.4.1. Température de cristallisation

La cristallisation de la MGLA survient quand le mélange liquide est porté a une température
inférieure a sa température de fusion. Pour une température inférieure a 40 °C, une partie

des triglycérides de la MGLA est susceptible de cristalliser. La Figure 19 présente |’évolution
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cinétique du taux de solide (solid fat content, SFC) de la MGLA pour des températures
comprises entre 30 et 10 °C [30]. Le taux de solide dépend de la température de
cristallisation. A 120 minutes, il est de I'ordre de 40 % a 10 °C et de 10 % a 25 °C. De plus, le
scénario de cristallisation differe en fonction de la température. Plus la température de
cristallisation est basse, plus le temps a attendre pour que la teneur en solide commence a
étre mesurable est court. Ce temps, aussi appelé temps d’induction, correspond a la phase
de nucléation du processus de cristallisation. De plus, la cinétique a 25 °C conduit a une
évolution en forme de sigmoide, alors qu’elle comporte deux étapes pour les températures
inférieures. Selon les auteurs, ces deux étapes sont interprétées par la cristallisation
successive de deux fractions de la MGLA (HMF puis MMF) aux basses températures [24], ou

par une transition polymorphique de la forme a vers la forme B’ [31].
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Figure 19 : Evolution du taux de solide (SFC) de la MGLA pour différentes températures de cristallisation.

Reproduit de [30]

Par une évaluation de I'enthalpie de fusion et de la fraction molaire des différentes fractions
cristallisables de la MGLA pour leurs différents polymorphes, Vanhoutte [31] a établi le
diagramme de solubilité des fractions HMF et MMF en fonction de la température (Figure
20). Au-dela de 21 °C, seule la fraction HMF de la MGLA est susceptible de cristalliser sous sa
forme B’. En deca, la fraction MMF peut cristalliser sous forme B’ et la fraction HMF peut
cristalliser sous forme a et B’. Bien que la forme a soit moins sursaturée que la forme B, elle
a plus de chances de se former et conduit a la premiére étape de la cinétique, puis sa

transition vers la forme B’ occasionne la seconde étape.
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Figure 20 : Diagramme de solubilité de différentes fractions de la MGLA pour différents polymorphes. HMF : fraction
haut point de fusion. MMF : fraction point de fusion intermédiaire. Adapté de [31]
Outre le taux de solide, les conditions de cristallisation de la MGLA influencent la nano- et
microstructure des cristaux. La Figure 21 illustre I'effet de la vitesse de refroidissement sur
la microstructure cristalline. Une vitesse de refroidissement rapide et/ou un degré de
surfusion élevé favorisent la forme a au détriment des formes plus compactes [32—35]. Les
triglycérides qui s’adsorbent a I'interface solide/liquide n’ont pas le temps de s’organiser
dans la forme la plus stable et la cinétique favorise la forme polymorphique de plus faible
énergie d’activation. Mais cette forme étant instable, elle évolue dans le temps vers la
forme B’ et/ou B [32]. La nucléation prévaut sur la croissance, les cristaux sont petits et
nombreux et la microstructure en forme d’aiguilles individuelles est favorisée [20]. Ce mode
de cristallisation conduit aussi a la formation de cristaux mixtes, car il contraint des

triglycérides différents a cristalliser ensemble [20].

A l'inverse, un faible degré de surfusion ou une faible vitesse de refroidissement favorisent
un controle thermodynamique. La cristallisation est lente et la forme p’ est
préférentiellement formée [36], dans la mesure ou les TAG s’adsorbent a l'interface dans
une forme qui minimise I’énergie du systeme. Les cristaux sont moins nombreux mais plus
gros, car la nucléation est plus lente [37]. lIs forment souvent des sphérulites, agglomérats
de cristaux en aiguilles [20]. Ce type de cristallisation a tendance a fractionner les TAG, alors

gu’un refroidissement rapide favorise les cristaux mixtes [20].
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A

Figure 21 : Observations au microscope en lumiére polarisée de MGLA refroidie A) rapidement (5 °C/min) ou B)
lentement (0,1 °C/min) [32]
Macroscopiquement, la vitesse de cristallisation impacte les propriétés rhéologiques de la
matiére grasse laitiére, aux petites et aux grandes déformations. Un refroidissement rapide
conduit a une matiere grasse de nature plus rigide, avec une contrainte a la rupture plus

importante [24].

1.4.4.2. Cisaillement

Le cisaillement au cours de la cristallisation modifie les propriétés de la MGLA. Les cristaux
formés sous cisaillement s’orientent dans le champ de vitesse imposé [38], cette orientation
étant d’autant plus marquée que le cisaillement est important. Le cisaillement accélere la
transition de phase de la forme a vers la forme B’ [38] et diminue la taille des cristaux
[37,39]. Les ultrasons a haute intensité modifient aussi le réseau cristallin. Utilisés en cours
de cristallisation, ils diminuent le temps d’induction de cristallisation, conduisant a des

cristaux plus petits et a une MGLA plus visqueuse [40,41].

1.5. Modélisation de la cristallisation

La modélisation apporte des éléments de compréhension utiles pour appréhender les
mécanismes mis en jeu lors de la cristallisation. Par exemple, elle peut étre utilisée pour

calculer les énergies d’activation de nucléation apparentes [30,42—44].

1.5.1. Nucléation

Le temps d’induction est le temps qui précede I'apparition des premiers germes cristallins.

La vitesse de nucléation J, définie comme le nombre de nuclei formés par unité de temps,
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est inversement proportionnelle au temps d’induction, T. L’équation de Fischer-Turnbull

permet d’évaluer expérimentalement I'énergie de nucléation [30,44] :

1 NkzT —AGH —AG¥
J=—= 5 exp( d) . exp< n) (Eg. 10)
B

T h kgT

ou N est le nombre de molécules par unité de volume de phase liquide, h la constante de

Planck, AGﬁ I'énergie d’activation de diffusion et AG,* I'énergie d’activation de nucléation.

La diffusion est rarement le facteur limitant et la principale barriére pour I'incorporation de
TAG dans un nucleus est la conformation moléculaire. La premiere exponentielle devient

[30,44] :

_AGH _
exp< AGd>= exp( aAS) (Eq. 11)

ou a est la fraction de molécules dans la conformation requise pour s’adsorber au nucleus

et AS la variation d’entropie due a la cristallisation.
En combinant les équations 9, 10 et 11, et en prenant le logarithme, il vient :

h

In(tT) =In (N_kB) + (

R 16my3. V2. T? 1
)+ n _ (Eq. 12)
—aAS 3kgAH?  T(T; —T)

La représentation graphique de la fonction suivante est une droite de coefficient directeur

m:

—T(Tf Ty ~ In(xT) (Eq. 13)

16my3.V. T
m= ————-—

Avec 5
3kBAHf

(Eq. 14)

Or sachant que:

3 2 2
AGH = lémy”>. V. T¢ (Eq. 9)
" 3AH2(T; — T)? g
f(f )

Il vient donc :

m. kB

AG = ———
T[T -T)

(Eg. 15)

23



Etat de I'art

En théorie, la mesure expérimentale des temps d’induction permet donc d’accéder a
I’énergie d’activation apparente de nucléation. Pour la MGLA, cette énergie, de I'ordre du kJ

par mole, augmente avec la température de cristallisation [42].

1.5.2. Cinétique de cristallisation isotherme de la matiere grasse laitiére

Au cours d’une cristallisation isotherme, le taux de solide de la MGLA suit une cinétique de
cristallisation sous forme d’une sigmoide simple ou double, en fonction du degré de
surfusion imposé (cf. § 1.4.4.1). Plusieurs modeles de la littérature, développés dans cette

partie, permettent de modéliser ces deux types de cinétique.

1.5.2.1. Modeéle d’Avrami

Le modele d’Avrami est le plus couramment utilisé pour modéliser la cristallisation
isotherme. Il a initialement été développé en métallurgie puis appliqué aux polymeres [45].

Il définit le taux de solide en fonction du temps de cristallisation :

SFC(t) =ax* (1 —exp(—k.t")) (Eqg. 16)

Il s’agit d’'un modeéle a trois parametres ou a est le taux de solide final, k la constante de
vitesse d’Avrami et n I’exposant d’Avrami. Ce modele englobe nucléation et croissance et
repose sur plusieurs hypothéses: la transformation est isotherme, la nucléation est
spatialement aléatoire, la vitesse de croissance est constante et ne dépend que de la

température, la densité des corps en croissance est constante.

L’équation d’Avrami peut étre établie en partant de la loi de diffusion de Fick a une
dimension [19]. Pour un unique cristal, I'augmentation de sa masse m; est fonction de la
masse solide qui diffuse au travers de sa surface 4. La force motrice est la sursaturation de
la solution en triglycérides cristallisables. L'adsorption de ces triglycérides se fait a une

vitesse, kg, qui tient compte de la diffusion dans le liquide et de la réaction a la surface :

amy

—¢ = kgAglc—c?) (Eq. 17)

ol c est la concentration en triglycérides cristallisables et c*est la limite de solubilité a la

température considérée.

24



Etat de I'art
La sursaturation (¢ — ¢*) peut aussi s’exprimer en termes de masse et de volume :

ams_k A Mpax — My

3r = Kelg V- (Eq. 18)

oU My, 4, €St la masse maximale de solide dans le systeme a I’équilibre et Vi et le volume du

systeme.

En faisant la somme sur la totalité des cristaux, N., en notant P, la concentration des
. N, , . o
cristaux (p, = V—), et en séparant les variables, il vient :
T

aom

m = pckgAgat (Eq 19)

En intégrant cette équation entre 0 et t, on obtient :

mg(t

t
In(1 - )) = f pc(®kgyAq4(t)0t (Eqg. 20)
0

max

Pour intégrer le terme de droite, il convient de procéder par disjonction des cas, selon que
la nucléation est instantanée ou sporadique et selon que la croissance se fait a une, deux ou
trois dimensions. Si la nucléation est instantanée, la concentration de cristaux est constante
dans le temps. Si elle est sporadique, la vitesse d’apparition des nuclei est constante, la
concentration des cristaux est proportionnelle au temps. Si la croissance est linéaire (a une
dimension), l'aire concernée est un cylindre qui croit en longueur mais pas en rayon. Si la
croissance est plane (deux dimensions), |'aire concernée est un cylindre qui croit en rayon
mais pas en longueur. Si la croissance est sphérique (trois dimensions), I'aire concernée est
une sphére dont le rayon augmente avec le temps [19]. L'aire et la concentration de cristaux

correspondantes sont présentées dans le Tableau 4.

Tableau 4 : Expressions de I'aire impliquée dans la croissance (A,) et du nombre de cristaux par unité de volume (p ) en
fonction de la nucléation (sporadique ou instantanée) et de la croissance (linéaire, sphérique ou plane)

Nucléation Instantanée Sporadique

Croissance Ag Pc Ag Pc

Sphérique’ | 4mr?avecr=g.t | p. (constant) | 4mr?avec r=g.t j.t
Plane’ 2nrh avec r=g.t | p. (constant) | 2mrh avec r=g.t j.t
Linéaire 2mr? p. (constant) 2nr? jt

T - . - . ; " "
r:rayon, g : vitesse linéaire de croissance du rayon, j : vitesse d’apparition des nuclei
2 , . .
h : épaisseur du cristal (constante)
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L’équation20 peut alors étre intégrée. Le rapport des masses est équivalent au rapport des
taux de solide et, en identifiant les résultats a I'équation d’Avrami (Eg. 16), on obtient les

valeurs ou expressions de k et n présentés dans le Tableau 5.

Tableau 5 : Valeurs des parameétres k et n d’Avrami en fonction de la croissance (sphérique, plane ou linéaire) et de la
nucléation (sporadique ou instantanée)

Nucléation Instantanée Sporadique

Croissance n k n k

Sphérique’ 3 (4/3)kg.p..8° 4 T.Kg.j.82
Plane’ 2 m.h.kg.pc.8 3 (2/3)m.h.kg.j.g
Linéaire 1 2112 Kq.p. 2 Tr2.Kg.j

! k, : vitesse d’adsorption des triglycérides a la surface d’un cristal,

P.: nombre de cristaux par unité de volume,

g : vitesse linéaire de croissance du rayon, j : vitesse d’apparition des nuclei
2h . épaisseur du cristal (constante)

L’équation d’Avrami est parfois modifiée sous la forme d’Avrami-Erofeev :

SFC(Y) _
SFCrax

Dans ce cas, la constante de vitesse est elle aussi élevée a la puissance n'. Cela permettrait

1—exp(— (K.O™) (Eq. 21)

de tenir compte du lien entre la constante de vitesse et I'exposant d’Avrami [46].
Néanmoins ce choix est vivement critiqué, eu égard a I'absence de justification théorique

[47].

Pour une cristallisation isotherme en deux étapes (§1.4.4.1), ce modele peut étre adapté en

faisant la somme de deux étapes [19] :
SFC(t) = a;[1 —exp( — kq.t™)] + a,[1 — exp( — k,.t"2)] (Eq. 22)
les indices 1 et 2 se référant, respectivement, a la premiére et la seconde étape.

1.5.2.2. Modeéle de Gompertz

Le modele de Gompertz, initialement développé comme une loi de mortalité humaine [48],
a par la suite été utilisé pour décrire la croissance microbienne [49]. Par analogie entre la
physico-chimie de la matiére grasse et la microbiologie, ce modele a été appliqué a la
cristallisation isotherme [50]. C’est un modele empirique, choisi pour la qualité de son

ajustement aux courbes sigmoidales :

SFC(t) = A x exp[—exp(B — D.t)] (Eq. 23)
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Une version plus explicite permet de définir des parametres pertinents : le taux de solide
maximal (a), la vitesse maximale de cristallisation (u) et le temps d’induction (1) [49].
Mathématiquement, ils correspondent respectivement a la hauteur du plateau, la tangente
au point d’inflexion et I'intersection de la tangente et de I'axe des abscisses. L'équation 23

devient alors :

SFC(t) = a X exp {—exp [MT'[e A-t)+ 1]} (Eq. 24)

La représentation graphique de ces trois parametres est présentée sur la Figure 22.

SFC

Figure 22 : Paramétres du modéle de Gompertz d’une cinétique de cristallisation : taux de solide final (a), temps
d'induction (A) et vitesse maximale (u)

Ce modeéle, bien que trés empirique, est plus intuitif que celui d’Avrami. Il rationalise la

courbe cinétique en trois facteurs facilement interprétables graphiquement.

Il a aussi fait 'objet d’adaptations dans le cas des cinétiques de cristallisation en deux
étapes [31,51], en ajoutant a I'équation de Gompertz une premiere étape sans temps

d’induction :

SFC(t) = a4 [1 —exp (—ﬁt)] + a, X exp {—exp [Haz_f A, —t)+ 1]} (Eq. 25)

a,

Avec a le taux de solide maximal et p la vitesse maximale, les indices 1 et 2 se référant,
respectivement, a la premiére et la seconde étape. A, est le temps d’induction de la

seconde étape.
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1.5.2.3. Modeéle de Foubert

Un modeéle plus récent a été proposé par Foubert et al. pour décrire la cristallisation
isotherme de la matiere grasse laitiere [52]. Ce modeéle considére la cristallisation comme

une réaction chimique dont le réactif est le liquide et dont le produit est le cristal.
fondu & cristal

Soient a le taux de solide maximal atteint a I'équilibre et @ la fraction de matiére grasse

qu’il reste a cristalliser ; alors :

®(t) = %Fc(t) (Eq. 26)

Cette réaction chimique se fait dans le sens direct a I'ordre 1 avec une constante de vitesse

k, et dans le sens inverse a |I'ordre n avec une vitesse k,, :
do

T k,®" — k@ (Eq. 27)

Expérimentalement et numériquement, les auteurs ont déterminé que les deux constantes
de vitesse sont trés proches et proposent de considérer la constante de réaction globale
K [52].

do
n Eqg. 28
_dt = K(o" — ®) (Eq )

Modéliser la cristallisation isotherme revient alors a résoudre I'équation différentielle

suivante :

do
CD_nE-FK.(pl_n—K = 0

a — SFC(0) (Eq. 29)
®(0) =—=
La solution analytique de I’équation différentielle du modele de Foubert est :
1 1
a—SFC(0)\ " 1-n
SFC(t) =aql-— [1 + <(T()> - 1) -exp(—K(1 —n)t) (Eq. 30)

Pour ajuster le modele de Foubert aux courbes expérimentales, il faut déterminer la valeur
de quatre parametres: a, le taux de solide final, K la constante globale de réaction, n

I'ordre de la réaction inverse et SFC(0) le taux de solide initial.
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En faisant varier les parametres individuellement, Foubert montre que le paramétre SFC(0)
ne modifie que le temps d’induction qui précede la cristallisation. En définissant le temps

d’induction comme le temps pour lequel le taux de solide dépasse 1 %, il vient [52] :

0,991 " —1
1-n
(1_%(0)) _1 (Eq. 31)

Ce modele donne de meilleures performances d’ajustement aux courbes expérimentales de

cristallisation isotherme de la MGLA que les modeéles d’Avrami et de Gompertz [45,52].

L'auteur a également adapté ce modele aux cinétiques de cristallisation en deux étapes de
la matiére grasse laitiere, en supposant que la premiéere étape correspond a la formation du
polymorphe a et la seconde étape a la formation du polymorphe B’. La forme a se forme

directement depuis le liquide et la forme B’ ne se forme qu’a partir de a [51].

fondua a 2 B’

Le modéle de Foubert détaillé précédemment est appliqué a chacune de ces deux étapes.
Les parametres suivants sont définis :

- Qg :fraction maximale cristallisable en a,

- ap: fraction maximale cristallisable en B’.

- fo: fraction de matiére grasse cristallisée en a,

- fp : fraction de matiére grasse cristallisée en p’.

La transformation de la partie fondue vers la forme a se fait avec une constante globale de
réaction K, et I'ordre de la réaction inverse est n,. La transformation de la forme a vers B’ se
fait avec une constante de vitesse globale Kg et I'ordre de la réaction inverse est ng. Le taux

de solide global est la somme de ces deux fractions solides :

SFC(t) = fu + o (Eq. 32)
L’évolution du systéme au cours du temps est régie par les deux équations différentielles

suivantes [51] :
(1 (B 2)) (1 (L)) (-2 (5 2) ]
Ay aBl Ay aB/ aB! aB! (Eq 33)

af ’ ’ nﬁ’
T = ag * [Kgr —f—B — Kg —f—B
dt aBr aBr

dfa

a. *
dt o
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Ce systéeme d’équations différentielles ne permet pas une résolution analytique. Il doit étre
résolu numériquement, directement sous forme différentielle pour déterminer les
parametres du modele permettant le meilleur ajustement des données expérimentales : les
amplitudes a, et ag, les constantes de vitesses K, et KB' les ordres des réactions inverses
ng etng, les conditions initiales de chacune des deux étapes f,(0) et fg(0). Ces deux
derniers parameétres peuvent étre remplacés par le temps d’induction 1 % de solide de la

méme maniere que dans I'équation 31.

1.6. Effet des composés mineurs de la MGLA sur sa cristallisation en phase continue

Nous avons vu précédemment que la structure de la matiére grasse est trés largement
dictée par sa composition en triglycérides majoritaires et ses conditions de cristallisation.
Mais les composés mineurs, i.e. molécules endogenes, exogenes, ou formées au cours du
procédé peuvent également jouer un role. L'influence des composés mineurs sur la

cristallisation est largement documentée pour différentes matieres grasses [53—-58].

Leurs conséquences peuvent étre différentes d’'une matiere grasse a une autre. L'effet du
modulateur de cristallisation est trés dépendant de sa concentration et du degré de
surfusion. Comme il reste minoritaire, son effet est plus facilement observable a de faibles
degrés de surfusion, pour lesquels la cristallisation est lente. Les études sont pour la plupart
empiriques et proposent peu de mécanismes d’action [59]. Globalement, ces composés
peuvent accélérer ou ralentir la cristallisation. lls peuvent avoir un effet sur la nucléation,
sur la croissance et sur les transitions polymorphiques. Leur impact sur la nucléation et la
croissance peut étre antagoniste, en accélérant l'une et en ralentissant I'autre [59].
L'influence des composés mineurs dépend largement de leur similarité avec la matiére
grasse majoritaire, notamment quand ils présentent une chaine aliphatique. Cette similarité
concerne la longueur de chaine, le nombre et la position des insaturations. La similarité rend
les molécules compatibles au niveau de la nanostructure, ce qui généralement génére un

effet promoteur.

Les composés promoteurs de nucléation peuvent cristalliser eux-mémes dans un premier
temps et servir de support de nucléation hétérogene pour la cristallisation des triglycérides
majoritaires ; on parle alors d’effet de « template » [56,58] (Figure 23a). lls peuvent aussi

s’associer aux lipides a haut point de fusion pour former les premiers nuclei. Dans ces deux
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cas, ils sont alors surreprésentés dans la composition des premiers germes cristallins [59]. A
I'inverse, ils peuvent couvrir les nuclei hétérogenes et prévenir leur utilisation comme
support de cristallisation, inhibant ainsi la nucléation, par un effet de bouclier [53]. Si leur
concentration est inférieure a leur limite de solubilité dans la matiere grasse et qu’ils ont
une structure proche de celle des triglycérides cristallisables, ils peuvent également prévenir
leur nucléation grace a des interactions attractives, par un effet de désagrégation [58]

(Figure 23b).

(a) (b)

*? §'E_ 4444 ) P;ii#m#:; §¢ e
17 (H +++¢%€+¢ %’—:{J Composés mineurs

Effet de Effet de
template désagrégation

Figure 23 : Représentation schématique de I'action des composés mineurs sur la nucléation des triglycérides (TAG)
(a) promotion (b) inhibition. Adapté de [58]
Les composés mineurs peuvent accélérer la croissance cristalline. Certains d’entre eux,
similaires a la structure des triglycérides cristallisables, pourraient eux-mémes s’intégrer au
réseau cristallin, pouvant méme créer de nouveaux sites de croissance. Si ces nouveaux sites
sont énergétiquement plus favorables a I'incorporation d’autres molécules, la vitesse de
cristallisation augmente. Les composés qui, au contraire, retardent la croissance des
cristaux, peuvent limiter la diffusion des triglycérides cristallisables vers la zone de
croissance, ou bloquer la surface en croissance en s’adsorbant eux-mémes sur les sites
concernés et en induisant un défaut dans I'organisation (Figure 24). Dans ce dernier cas, une

trés faible concentration serait suffisante pour inhiber la croissance [27,53,59].

X

I

Figure 24 : Représentation schématique du blocage de la croissance cristalline par un composé mineur. Reproduit de [53]
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Ces effets des composés mineurs sur les mécanismes de nucléation et de croissance
peuvent bouleverser la microstructure cristalline. En favorisant sélectivement la nucléation
ou la croissance, les modulateurs peuvent modifier la taille et le nombre des cristaux. De
plus, s’ils favorisent (ou inhibent) sélectivement la croissance de certaines faces du cristal

par rapport a d’autres, il peuvent aussi modifier la morphologie des cristaux [60].

lls peuvent enfin orienter le polymorphisme de la matiere grasse, notamment en prévenant
les transitions polymorphiques. Cet effet peut s’expliquer par 'augmentation de la fraction
liquide lors de transitions polymorphiques solide-solide. lls pourraient également agir par
blocage des sites de croissance lors de la recristallisation qui se déroule durant les

transitions polymorphiques passant par une phase liquide [53,59].

L'effet des composés minoritaires, endogenes ou exogenes de la matiere grasse laitiere a
été relativement peu étudié comparativement aux matiéres grasses végétales raffinées, de
composition plus simple. L'effet des composés mineurs endogenes et exogénes étudiés sur
la cinétique de cristallisation et la structure de la MGLA est synthétisé dans le Tableau 6.
Plusieurs études ont été menées sur la MGLA purifiée, dépourvue de composés minoritaires
polaires afin de comprendre leur effet [30,31,42,61]. Leurs conclusions divergent. Selon
certaines études, éliminer les composés polaires accélere la cristallisation [31,42,61], alors
que pour d’autres la cristallisation est retardée [30]. Ces résultats contradictoires peuvent
s’expliquer par la variabilité de composition de la matiére grasse laitiere, notamment en

termes des composés polaires.

Pour mieux comprendre l'action de chacun des composés mineurs, il est préférable de
procéder par addition individuelle controlée. Les produits de la lipolyse, diglycérides,
monoglycérides, acides gras libres et glycérol ont été étudiés séparément. Les diglycérides
(DAG) sont les lipides polaires les plus abondants dans la matiere grasse laitiere. Leur
addition a la MGLA, aprés le retrait de tous les composés polaires, ralentit la cristallisation
[42,62] sans modifier la microstructure [63]. A 25 °C, I'ajout de dioléine accélére la

cristallisation de la MGLA, alors que la distéarine la ralentit [64].

Les monoglycérides (MAG) sont moins concentrés dans la MGLA, mais sont plus polaires
que les diglycérides. L'addition d’un mélange de MAG et DAG a la MGLA promeut la
cristallisation, qui débute a une température plus élevée [65]. La mono-oléine ralentit la

cristallisation de la MGLA a 26,5 °C. La monostéarine accélere la cristallisation a cette
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température & 1 % massique mais la ralentit a 0,5 %. A des températures plus basses, elle

accélere la cristallisation quelle que soit sa concentration [64].

Ajouté a un mélange de HMF et de trioléine, le glycérol a un effet dépendant de sa
concentration. Jusqu’a 0,1 %, il augmente la taille des cristaux et le temps d’induction de la

cristallisation. A des concentrations supérieures, son effet s’inverse [43].

Les phospholipides ajoutés a la MGLA ralentissent la cristallisation de la matiére grasse en
augmentant le temps de latence avant de début de la cristallisation [66,67]. A faible
concentration, ils augmentent la taille des sphérulites, mais inhibent leur formation au-dela

de 2 % [68]. lls accélerent aussi la transition de phase de la forme a a la forme B’.

L’ajout de cire de tournesol a 0,1 %, 0,25 % et 0,5 % a pour effet d’accélérer la cristallisation
de la matiere grasse laitiere [69,70]. En servant de support de nucléation, la cire diminue le
temps d’induction de la cristallisation est conduit a la formation de cristaux plus petits. Elle

accélere également la croissance des cristaux.

Les sucroesters ont un effet sur la cristallisation de la MGLA qui dépend de leur
hydrophobicité et de la longueur des acides gras estérifiés. Un mono ester d’acide
palmitique hydrophile a peu d’effet sur la cristallisation de la fraction haut point de fusion
de la MGLA, alors que des di- et tri-esters d’acide palmitique ou stéarique, hydrophobes,
diminuent la taille des cristaux [44,71]. lls ralentissent la cristallisation en augmentant le
temps d’induction et en diminuant le taux de solide final [72,73]. Le sucroester d’acide
palmitique a un effet variable en fonction de la température de cristallisation. Au-dela de
29 °C, il ralentit la cristallisation, alors gu’il I'accélére a des températures inférieures [74].
L'ajout de monolaurate de lactose, dont la longueur de la chaine carbonée est plus courte,

augmente le temps d’induction de cristallisation de la MGLA [41].

Les triglycérides exogenes ou des matieres grasses liquides ou solides ajoutés dans de
faibles proportions peuvent également étre considérés comme des composés mineurs. Par
exemple, I'addition de 10 % d’huile de tournesol a la fraction HMF de la MGLA diminue la
taille des cristaux, que la cristallisation soit lente (0,1 °C/min) ou rapide (5,5 °C/min) [71].
L’huile de colza ajoutée a 10 % augmente la taille des cristaux lors d’un refroidissement lent
tout en diminuant le taux de solide [75]. A trés haute concentration (> 50%), elle diminue la

taille des sphérulites [76]. La substitution de la fraction HMF de la MGLA par du beurre de

33



Etat de I'art

cacao, favorise la formation de cristaux mixtes et n’induit pas de transition polymorphique

[77]. L'ajout de 10 % d’huile de palme dans la MGLA ou dans sa fraction HMF diminue son

taux de solide et, par conséquent, diminue sa dureté [78].

Tableau 6 : Effet des composés minoritaires endogénes ou exogénes sur la cristallisation de la MGLA. Effet cinétique et

structural
Matiere Composé Température ou Techniaue Effetsurle
grasse Nature* minZur ConcentrationRefroidissement vitesse analytique Effet cinétique polymorphisme Ref
majoritaire de refroidissement q et la microstructure
MGLA R:(:;a;t_:gs isotherme  entre 25°Cet32°C Turbidimétrie diminue tny [30]
MGLA S isotherme 107615 ,,c’ 20725 RMN ralentit la cristallisation [30]
non-TAG C
MGLA R:ct);a_;t_:gs isotherme 20°C,25°C,28°C RMN accélére la cristallisation [31]
. 3°C/min ou 0,5°C/min :
Retrait d . de f t
MGLA :o::' AZS rampe jusqu'a17,5°C, 20°C, DRX accélere la cristallisation mm;:lciealc:e?:niz’ B [61]
225°C,25°C e
Retrait des Turbidimétrie diminuet sans effet surla
MGLA isotherme  22,5°C,25°C,27,5°C RMN MLP s o microstructure [42]
non-TAG accélere la cristallisation ) .
DRX ni le polymorphisme
Retrait des -5°C/min sans effet sur le profil
42
MGLA non-TAG rampe jusqua-40°C DSC sans effet sur Tc de fusion [42]
. o sans effet sur la
TAG oA PG g1y isotherme  22,5°C25°C275°C  RMIN ralentitla cistallsation Lo ctureetle (421
intrinséques augmente tig )
polymorphisme
DAG sans effet sur la
TAG DAG intrinsaues’ 0,1% isotherme 27,5°C Turbidimétrie diminue tg microstructure [42]
q ni le polymorphisme
R sans effet significatif sur
DA . Rhéol . .
TAG DAG L ‘G 2 0,1% isotherme 5°Cet25°C X o ogneI la microstructurenila  [63]
intrinséques microscopie ) .
dimension fractale
TAG? DAG PP]ou. 00 01% isotherme 25°C Turbidimétrie p.as d.effet S|gn|ﬁ.cat|f.sur.ti,,d (62]
racémiques RMN ni la vitesse de cristallisation
TAG DAG 12-PP 01% isotherme 25°C Turbidimétrie pas deffet significatf sur o [62]
RMN ralentit la cristallisation
. Turbidimétrie diminuet,

2 | [} o ind

TAG DAG 1,2-00 0,1% isotherme 25°C RMIN ralentit Ia cristallisation [62]
. Turbidimétrie diminuet,

2 0 o ind )
TAG DAG 1p,20 01% isotherme B RMIN ralentit la cristallisation [62]
MGLA DAG distearine oo t1% isotherme 220 23°°C pVINetDSC  ralentitla cristallsation [64]

(racémique) 25°C,26,5°C
i-olei 22°C,23,5° (s T
MGLA DAG di logme 05%et1% isotherme C 23,5 OC, RMNetDSC accélere la cristallisation [64]
(racémique) 25°C, 26,5°C
MGLA MAG/DAG MAG+DAG  175% e P T(';‘,‘C“Sq“ psc augmente Tc [65]
MGLA MAG/DAG  MAG +DAG 1,75% isotherme 4°C DSC diminue tg [65]
0,5%,1,25%, o) e s oo P Tcaugmente avecla
MGLA MAG/DAG  MAG +DAG 175%, 25% rampe 1°C/minjusqu'a5’C  Rhéologie S ———— [65]
MGLA MAG monostéarine 1% isotherme 2°C 223 6,55((::’ 2 RMNetDSC  accélére la cristallisation [64]
accélere pour T<25°C
L . 22°C,23,5°C, 25°C, - )
MGLA MAG monostéarine  0,5% isotherme o RMNetDSC etralentit pour T=25 °C [64]
26,5°C o
etT=26,5°C
22°C,23,5°C,25° e T=26,5"
MGLA MAG mono-oléine 0,5%et1%  isotherme 23,5 oC, >C RMNetDSC €™ pox',|r . 65°C [64]
26,5°C ralentit sinon
accélere la cristallisation
HMF/000 , , PRERE . o jusqu'a0,1%
43
(30:70) glycérol glycérol  0,03%a3% isotherme 30°C RMN ralentit la cristallisation [43]
au-dela
HMF00O b OB%010% 0 Tubidmétrie i:igf:tj 'ajf;":)e ﬁ,/es a3
3o70) B gy 0,2%05% MLP g n auxJusqua b,
diminue au-dela
0,01%
MGLA  phospholipides  phospholipides 0,035% 0,06% isotherme 25°C DSC et RMN augmente tyg [66]
0,07%
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Matiere Composé Température ou Techniaue Effetsurle
grasse Nature" minZur ConcentrationRefroidissement vitesse analytique Effet cinétique polymorphisme Ref
majoritaire de refroidissement a et la microstructure
MGLA  phospholipides phospholipides 0,005%a isotherme 25°C DSC et RMN augmente tyq diminue la [67]
phospholip pnospnolip 0,03% vitesse de cristallisation
01% 05% stimule la formation de
MGLA phospholipides  lécithine ! z‘y’ 7 isotherme 18°C MLP sphérulites et leur [68]
? densité
pas sphérulites
MGLA  phospholipides  lécithine 2% isotherme 18°C MLP réseau de cristauxen  [68]
aiguilles
. cire de 0,25 % et rampe + 3°C/minjusqu'a . diminue la taille des
; 69
MGLA cres tournesol 0,5% isotherme 23,24, 25, 26, 27,28°C DSCetMLP T2 cristaux [69]
. cirede 0,1%et . .~ Turbidimétrie - diminue la taille des
! 70
MGLA cires tournesol 0.25% isotherme entre 26 et 44°C MLP diminue tg cristaux [70]
monolaurate  0,025% et . o o Turbidimétrie diminue le nombre de
MGLA sucroester de lactose 0,05% isotherme 28°Cet31°C MLP augmente ty cristaux [41]
HMF sucroester P-1670 0,1%et05% isotherme entre 38 et43°C Turbidimétrie augmente tiq pasde rnodrﬁcahon de [44]
MLP la microstructure
diminue la taille des
P-170 o o o~ Turbidimétrie cristaux et réduit la
- 44,71,73
HMF sucroester 0uS-170 01%et0,5% isotherme entre38et43°C MLP augmente tig largeur de a [ ]
distribution de taille
accélere la cristallisation si ralentit |a transition de
HMF sucroester P-170 1% isotherme 10a33°C RMN T<29°Cretarde la ) [74]
N o avers
cristallisation si T>29 °C
HMF + P-1670,P-170 _ . o 10°C, 15°C,20°C, 25 augmente tig
72
10%S0 sucroester 0uS170 0,1%et0,5% isotherme °C30°C, 35°C RVIN diminue SFC final [72]
MGLA TAG exogénes huile de colza 10% rampe 5 °C/min jusqu'a 5°C DSC diminue Tc [75]
DSC
°C/min jusqu'a la taill
MGLA TAGexogenes huile de colza 10% rampe 005 C/rrllnjusqu @ Microscopie augmente Tc augmentc:z a.ta e [75]
5°C sphérulites
confocale
MGLA TAGexogénes huiledecolza  >50% rampe 0,1°C/min RMNMLP  ralentit la cristallisation d'm':::élfutliﬂs des [76]
MGLA ou sotherme +  -20°C30minpuis  RMNSFC diminuele taux de
HME TAG exogenes huile de palme 10% tempérage  tempérage 48h g 15°C Rhéologie solide [78]
perag perag g etla dureté
Beurre de forme des co-cristaux
HMF  TAG exogenes Cacao 10% rampe 20°C/min DSC augmente Tc pas de transition [77]
polymorphique
. 5,5 °C/min ou L .
HMF  TAGexogenes Mulede 10% AMPEE 6 1°C/min puis MP  ralentitlacristalisation  Cminuel@iledes )
tournesol isotherme . s e cristaux
isotherme a40°C

Nature': nature chimique des composés mineurs étudiés

TAG: triglycérides de la MGLA (retrait des autres composants de la MGLA)

HMF : fraction haut point de fusion de la MGLA, HMF/OOO : mélange binaire fraction haut point de fusion de la MGLA,
trioléine, SO : huile de tournesol

DAG : diglycérides, MAG : monoglycérides

DAG endogénes2 : diglycérides endogenes séparés de la MGLA puis réintroduits

P-1670 monoester palmitique (hydrophile), P-170 polyester palmitique et S-170 polyester stéarique (hydrophobes)

MLP : microscopie a lumiére polarisée

Tc : température de début de cristallisation, t;,q: temps d’induction

A notre connaissance, les acides gras libres, pourtant présents naturellement dans la
matiére grasse laitiere, n’ont jusqu’ici pas été étudiés dans la MGLA. lls ont en revanche fait
I'objet d’investigations dans les matieres grasses végétales, comme le beurre de cacao [79],

I’huile de palme [80] et I’huile de coprah [81,82].
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2. Matiére grasse laitiere émulsionnée

2.1. Généralités sur les émulsions

La matiére grasse et I’eau ne sont pas miscibles. Lorsque le mélange de ces deux phases est
soumis a une agitation mécanique, il se forme une dispersion colloidale, appelée émulsion,
ou l'une des phases est dispersée dans I'autre sous forme de gouttelettes. Quand I'huile est
dispersée dans la phase continue aqueuse, I'émulsion est dite directe (huile-dans-eau, H/E).
C’est le cas des cremes laitiéres. Quand la phase aqueuse est dispersée dans I’huile, comme

dans le cas du beurre, I'émulsion est dite inverse (eau-dans-huile, E/H) (Figure 25).

Le contact entre ces deux phases non miscibles a un colt énergétique appelé tension de
surface. Cette énergie est apportée par I'agitation mécanique délivrée au systeme lors de sa
fabrication. Du fait de la tension interfaciale, ces systemes sont thermodynamiquement
instables et, au bout d’un certain temps, les deux phases tendent a se séparer (Figure 25)
(cf. §2.2).

Emulsion Directe

Séparation de phase
Matiére grasse
Agitation Ou Temps
Emulsion Inverse

Figure 25 : Formation et destruction des émulsions directes et inverses

L'utilisation d’espéces tensioactives est indispensable pour a la fois faciliter leur fabrication
et stabiliser les émulsions, c’est-a-dire prolonger leur durée de vie. Ces espéces sont
amphiphiles. Elles possédent deux parties, chacune capable d’interagir avec I'une des

phases. De ce fait, elles se positionnent préférentiellement a linterface eau/huile.
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L'entropie associée au mouvement de ces molécules aux interfaces (pression
bidimensionnelle) permet de diminuer la tension interfaciale. En paralléle, ces molécules
sont capables de générer des répulsions a longue portée entre les surfaces susceptibles de
protéger les gouttelettes d’émulsion contre les différentes instabilités (cf. § 2.2). Selon
qu’elles sont préférentiellement solubles dans I'une ou dans I'autre des phases, les espéces
tensioactives conduisent a la formation d’une émulsion directe ou inverse, suivant la regle
empirique de Bancroft : un émulsifiant plutot soluble dans I'eau conduit aprés agitation a
une émulsion directe, alors qu’un émulsifiant soluble dans I'huile conduit a une émulsion
inverse [83]. Les émulsifiants peuvent étre classés selon une échelle empirique de balance
hydrophile/lipophile (HLB). Celle-ci quantifie la solubilité préférentielle d’'un émulsifiant
dans l'une ou l'autre des deux phases et donc leur propension a générer une émulsion
directe ou inverse. Plus la valeur de la HLB d’'un émulsifiant est importante, plus il est
soluble dans I'eau. Différentes échelles de HLB ont été définies. Cette valeur peut étre
calculée par la méthode proposée par Davies [84], qui consiste a faire la somme des

contributions des HLB des différentes fonctions chimiques de I'émulsifiant :

HLB =7+ Z(contrl’bution des dif férentes fonctions chimiques) (Eq. 34)

Tableau 7 : Contribution des groupes chimiques dans le calcul du HLB [84]

Groupes hydrophiles | HLB associée Groupes lipophiles | HLB associée
—S0; Na* 38,7 —CH —
—C00~ K* 21,1 —CH, —
—C00~ Na* 19,1 — CH, ~0475

=N — 9,4 =CH —
ester span 6,8
ester libre 2,4
— COOH 2,1
hydroxyl libre 1,9
-0 - 1,3
hydroxyl span 0,5

Les fonctions hydrophiles contribuent positivement a la HLB alors que les carbones
aliphatiques y contribuent négativement. L'utilisation de cette méthode de calcul donne
une bonne estimation de la solubilité des émulsifiants dont la masse moléculaire reste
faible, mais n’est plus valable pour les macromolécules. Elle ne tient pas non plus compte
des conditions de température, ni de la salinité, qui peuvent influencer la solubilité des

molécules tensioactives.
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Parmi les émulsifiants capables de stabiliser les émulsions, on retrouve des tensioactifs de
bas poids moléculaire, des polyméres, des protéines (cas particulier de polyméres), et des
particules solides, chacune de ces especes s’adsorbant de fagon spécifique a l'interface

eau/huile.

2.1.1. Tensioactifs de bas poids moléculaire

Les tensioactifs de faible masse molaire (inférieure a 1000 g.mol™) sont les molécules
émulsifiantes les plus simples. Elles sont constituées d’une partie aliphatique hydrophobe et
d’une téte polaire hydrophile qui peut étre chargée ou neutre (Figure 26). On distingue ainsi
les tensioactifs non chargés comme les monoglycérides ou les diglycérides, les tensioactifs
anioniques comme le dodécylsulfate de sodium (SDS), les tensioactifs cationiques dont la
téte polaire est chargée positivement et les tensioactifs zwitterioniques comme les
phospholipides.

Matiére grasse Monoglycéride

SDS Phosphatidylcholine
(phospholipide)

Chaine aliphatique

fo) o]

e p o ¢

L0 5

Na*O }DH H

o]

OH o=|=4\f0’

Téte polaire anionique  non-ionique 02
N*—

/N

Eau zwitterionique

Figure 26 : Les tensioactifs de bas poids moléculaire : forme générale et exemple de différentes tétes polaires

Ces molécules tensioactives s’adsorbent a I'interface avec une énergie de I'ordre de kgT,
I’énergie thermique. Il existe alors un équilibre d’adsorption et désorption du tensioactif a
Iinterface. Plus la concentration de molécules a l'interface, I7,, est élevée, plus la tension
de surface diminue. D’aprés la relation de Gibbs, la variation de tension de surface, en
régime dilué, a température constante, est donnée par :

dy = _FTOAduTA = _FTOA RT dlnCTA (Eq 35)
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ou pur4 est le potentiel chimique du tensioactif et cr4 est sa concentration volumique dans
la phase dans laquelle il est soluble. La tension de surface diminue alors avec la
concentration en émulsifiant tant que cette derniére reste suffisamment faible. Au-dela
d’'une certaine concentration, les molécules tensioactives atteignent leur solubilité
maximale sous forme isolée et s’auto-assemblent pour former des micelles. Cette
concentration est la concentration micellaire critique (CMC) (Figure 27). Les tensioactifs ne

s’adsorbent plus d’avantage a l'interface, et I’équation 35 n’est plus valable.

T4 dy
dincry

0~

= —T9,RT

é

CMC > InCra

Figure 27 : Evolution de la tension de surface () avec la concentration de tensioactif (cr,)
et concentration micellaire critique (CMC)

Les molécules de tensioactif forment une monocouche a l'interface et sont mobiles. Quand
cette interface est comprimée ou étirée, il se crée un gradient de concentration surfacique,
et les tensioactifs migrent vers les zones appauvries en émulsifiant. Lors du rapprochement
de deux gouttes, le drainage de la phase continue, d(i au confinement, étire les surfaces. La
diffusion du tensioactif vers le centre entraine alors, par effet de friction, la phase continue
vers la zone confinée (Figure 28). Ce phénomeéne hydrodynamique, connu sous le nom
d’effet Marangoni, facilite la fabrication des émulsions et des mousses et contribue a leur
stabilisation. Le flux de matiére qui pénéetre dans le film liquide maintient les surfaces a

distance pendant la phase ou la concentration surfacique locale en tensioactif est abaissée.

Figure 28 : Effet Marangoni

De plus, l'utilisation de tensioactifs chargés dans des émulsions H/E est responsable de

charges surfaciques, qui entrainent des répulsions électrostatiques entre les gouttes. Ces
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répulsions peuvent toutefois étre écrantées (i.e. atténuées) quand la force ionique de la

phase continue est élevée.

2.1.2. Protéines laitiéres

Les protéines sont des macromolécules dont la masse molaire dépasse largement
10®g.mol™. Une protéine est constituée d’une séquence d’acides aminés, chacun lié au
suivant par une liaison peptidique, ce qui constitue sa structure primaire. Le repliement
local des acides aminés en hélices, en feuillets, ou en d'autres formes constitue la structure
secondaire de la protéine. La structure tertiaire représente I'agencement stable dans
I'espace de ces hélices et feuillets. Elle est le résultat de liaisons diverses (hydrophobes,
hydrogene, électrostatiques, ponts disulfures covalents, contraintes stériques) entre des
acides aminés de la méme chaine peptidique mais non voisins dans la structure primaire.
Certaines protéines peuvent résulter de I'agencement de sous-unités indépendantes entre
elles: on parle alors de structure quaternaire. En fonction de la polarité des chaines
latérales des résidus qui les composent et de leur conformation, les protéines présentent
des régions hydrophiles et hydrophobes. Ce sont donc des molécules amphiphiles capables
de s’adsorber a l'interface eau/huile. Elles favorisent les émulsions directes, eu égard a leur

solubilité dans I'eau.

Les protéines laitieres peuvent étre classées en deux catégories: les caséines et les
protéines du lactosérum. Les caséines sont isolées du lait par précipitation a pH acide (= 4,5)
alors que les protéines du sérum restent solubles a ce pH. La neutralisation par ajout
d’hydroxyde de sodium permet de les solubiliser a nouveau sous forme de caséinate de
sodium qui peut étre séché et mis en poudre pour étre utilisé comme ingrédient. Les
caséines représentent 80 % de la matiére protéique du lait et sont constituées de quatre
groupes: 0s; 05, B et k. Ces groupes different par leurs masses molaires et leurs
compositions en acides aminés, notamment la cystéine et la phosphosérine, ce qui
détermine leur fonctionnalité. Ces protéines sont spatialement peu ordonnées et sont
relativement flexibles, en raison de la faible proportion de ponts disulfures dans leur

structure tertiaire.

Les protéines sériques (principalement représentées par la B-lactoglobuline et
I'a-lactalbumine) sont au contraire trés structurées. La présence de résidus cystéine et le

groupement sulfhydrile réactif a I'extrémité de la chaine latérale permet, en conditions
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oxydantes, la formation d’un pont disulfure avec une autre cystéine. Les résidus cystéine

contribuent ainsi a maintenir la structure tridimensionnelle de ces protéines.

Le temps d’adsorption des protéines a I'interface eau/huile est beaucoup plus long que pour
les tensioactifs de faible poids moléculaire. De par leur taille, les protéines diffusent plus
lentement vers les interfaces. De surcroit, leur adsorption peut engendrer une perte de
conformation tridimensionnelle (structures secondaires et tertiaires) par dénaturation et
déploiement. Contrairement aux tensioactifs de faible poids moléculaire, I'adsorption des
protéines est irréversible car les points d’ancrage a l'interface sont nombreux. Les caséines
s’étalent facilement a I'interface, en perdant leur structure secondaire et/ou tertiaire et en
formant des boucles de part et d’autre de I'interface. Les protéines sériques, au contraire,
conservent leur forme organisée et ne s’étalent que faiblement (Figure 29). De ce fait, a
concentration équivalente, les caséinates créent de plus grandes surfaces de contact
eau/huile [85]. Quand la concentration surfacique en protéines flexibles augmente, elles se
compriment a linterface. Les protéines globulaires, moins déformables, sont par
conséquent moins aptes a subir ce phénomeéne de compression. Quel que soit le type de
protéine, quand la concentration continue d’augmenter, la monocouche fini par étre
encombrée et les protéines forment des multicouches [85]. Les protéines ont aussi la
capacité de s’associer latéralement par des liaisons hydrogenes, électrostatiques et
hydrophobes, ce qui rigidifie les interfaces. Ce phénomene inhibe leur diffusion le long des

interfaces et les distingue des tensioactifs de bas poids moléculaires, mobiles a I'interface.

Matiére grasse

... I [

flexibles

oo (OSSN PSR ST
PDent

Concentration

v

Figure 29 : Organisation schématique des protéines flexibles et globulaires a l'interface, pour des concentrations
croissantes [86]
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Les caséines B et as; ne s’adsorbent pas de la méme maniére a l'interface. Alors que les
caséines as; forment des boucles et restent proches de l'interface, les caséines B étendent
leur chaine N-terminale dans la phase aqueuse, loin de la surface [87]. La capacité des
différentes protéines a se déployer dans la phase aqueuse permet de stabiliser les

gouttelettes par répulsion stérique.

2.1.3. Compétition des émulsifiants a I'interface

La présence dans un méme milieu de différentes espéces amphiphiles, capables d’occuper
I'interface eau/huile, conduit a une compétition entre ces différents émulsifiants.
L’adsorption compétitive entre caséines et protéines sériques, et entre protéines et

tensioactifs a été amplement étudiée dans la littérature [88—92].

Pour les caséines, il a été observé qu’il n’y a pas d’adsorption préférentielle entre la caséine
os; et la caséine B lors de I'émulsification, mais, au cours du stockage, la caséine B remplace
en partie la caséine as; a l'interface [93]. Pour les protéines sériques, il n’y aurait pas

d’adsorption privilégiée entre la B-lactoglobuline et I'a-lactalbumine [85].

Lorsque les caséines et les protéines globulaires sont en compétition, si la concentration
totale en protéines est faible, et donc limitante, les deux types s’adsorbent a I'interface dans
les mémes proportions. En revanche, quand les protéines sont en excés par rapport a la
guantité requise pour former une monocouche a l'interface, on observe une adsorption
préférentielle des caséinates par rapport aux protéines sériques [85]. De plus, en présence
de caséinates méme a de faibles concentrations, les protéines sériques en exces ne peuvent
former de multicouches a I'interface, probablement a cause de la géne stérique générée par

les caséinates.

L’adsorption des protéines a l'interface eau/huile est généralement considérée comme
irréversible, car elle est assurée par de nombreux points d’ancrages. Mais la couche
protéique peut étre affectée par les tensioactifs de bas poids moléculaires, susceptibles
d’abaisser I'énergie de surface a un niveau plus bas que celle des protéines. Ils pourraient
détruire les interactions latérales entre les protéines, puis les déplacer [91]. La capacité des
tensioactifs a déplacer les protéines est trés dépendante du ratio tensioactif/protéine [94].
Les caséines, plus flexibles, résistent mieux a la désorption que les protéines globulaires

[91].
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2.1.4. Globule gras laitier natif

Le lait est une émulsion directe ou la phase aqueuse constitue la phase continue et la
matiere grasse laitiere constitue la phase dispersée. Mais I'interface est une membrane bien
plus complexe que les interfaces stabilisées par des tensioactifs et/ou protéines décrites
dans les paragraphes précédents. Le globule gras natif, tel qu’on le retrouve dans le lait sans
transformation, est protégé par une membrane biologique a trois couches principalement
composée de phospholipides : la phosphatidylcholine (PC), la phosphatidyléthanolamine
(PE), la phosphatidylsérine (PS) et le phosphatidylinositol (Pl). Elle contient d’autres lipides
polaires : des sphingolipides (sphingomyéline (SM), glycosphingolipides), des lipides neutres
(mono et diglycérides, cholestérol) ainsi que des protéines (glycoprotéines, butyrophiline,
enzymes) (Figure 30).

Glycosphingolipides (cérébrosides, gangliosides)

Membrane des
globules gras

Triglycérides

elee e s

X00000

Globule gras

Membrane primaire __T\\)®
(réticulum endoplasmique) [

Bicouche de PL
(membrane plasmique)

Figure 30 : Membrane du globule gras. Adapté de [95]
Les protéines laitieres décrites précédemment (§ 2.1.2) ne sont pas impliquées dans la
stabilité des interfaces des globules gras natifs, mais elles entrent en jeu quand le lait ou Ia
creme sont homogénéisés ou traités thermiquement. L’homogénéisation provoque le
fractionnement des globules gras du lait et de ce fait augmente la surface de contact entre
la matiére grasse et la phase continue aqueuse. Les protéines laitieres solubilisées dans la
phase aqueuse contribuent alors a la stabilisation de ces nouvelles interfaces [96] (Figure

31).
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Figure 31 : Globules gras homogénéisés : Positionnement des fragments de la membrane native du globule gras (MFMG)
et des protéines de la phase aqueuse. Adapté de [97]

Dans le cas de traitement thermiques, les protéines sériques, sensibles a ces traitements,
sont dénaturées par rupture de leurs liaisons faibles. En perdant leur conformation, elles
rendent accessibles des sites réactifs (sulfhydriles) et sont susceptibles de former des
agrégats, via la formation de ponts disulfure [98]. Elles peuvent notamment se lier aux
protéines présentes a la surface des gouttes, et renforcer la résistance mécanique de la

membrane du globule gras [99].

2.2. Instabilités des émulsions

Les émulsions sont des systémes métastables. Elles évoluent progressivement jusqu’a la
démixtion totale des phases non miscibles, sur une échelle de temps variable pouvant aller
de quelques minutes a plusieurs années, en fonction des parameétres physico-chimiques et,
notamment, de la nature des espéces tensioactives mises en jeu. Certaines instabilités ne
modifient pas l'aire interfaciale entre I'eau et I'huile, elles sont réversibles. D’autres, en

revanche, conduisent a diminuer la surface de contact et sont irréversibles.

2.2.1. Phénomeénes migratoires
La phase aqueuse et |'huile n‘ont pas la méme densité. Les gouttes en mouvement sont
soumises a trois forces : la pesanteur, la poussée d’Archimede et la force de friction. En
régime stationnaire, ces forces se compensent et conduisent a une vitesse de migration

d’une goutte de rayon r donnée par la loi de Stokes :

v = Eg(phuile - .Deau)r2

(Eqg. 36)
9 T]eau

ou g est la constante gravitationnelle, p la masse volumique de chacune de phases, et 1,44

la viscosité de la phase aqueuse.
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Dans les émulsions directes, la poussée d’Archimede domine la pesanteur et les gouttes ont
tendance a migrer vers le haut du systéme : c’est le phénoméne de crémage (Figure 32).
Dans les émulsions inverses, les gouttes d’eau, plus denses que la phase continue grasse,
migrent vers le bas du systeme : c’est le phénomeéne de sédimentation. En tant que tels, les
phénoménes migratoires ne modifient pas I'aire interfaciale entre I'eau et I'huile ; ils sont
réversibles et les systémes émulsionnés peuvent étre redispersés par une faible agitation.
En revanche, dans la mesure ou ils concentrent les gouttes, ils peuvent accélérer des
instabilités telles que la coalescence ou le mdrissement d’Ostwald qui seront décrites ci-

apres.

Temps

Figure 32 : Crémage d'une émulsion directe

2.2.2. Interactions attractives et floculation

Outre les interactions répulsives électrostatiques et stériques, les gouttes sont soumises a
des interactions colloidales attractives. Les forces de van der Waals regroupant les
interactions de Keesom, Debye et London, d’origine dipolaire, rentrent dans cette catégorie.
Dans le cas des émulsions, la force de London a courte portée est la contribution dominante
[100]. Le potentiel d’interaction entre deux sphéres identiques de rayon R séparées d’une

distance centre-a-centre r s’écrit :

AR
Uvan der waals = _m (Eq. 37)

ou A est la constante dite de Hamaker, caractérisant la polarisabilité des phases dispersante

et dispersée [100]. Cette expression est valable dans la limite r — 2R < R.

Une émulsion contient généralement plus de molécules amphiphiles que ce qui est
strictement nécessaire pour recouvrir les interfaces. Ainsi, des micelles de tensioactifs de

bas poids moléculaire ou des protéines en exces se trouvent dans la phase continue. Ces
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« objets » sont de 10 & 10* fois plus petits que les gouttes d’émulsion et aussi beaucoup
plus nombreux. Tout se passe alors comme si les gouttes étaient immergées dans un « gaz »
de petits objets. Ces derniers exercent sur les gouttes une pression osmotique. Tant que les
gouttes sont suffisamment espacées, les forces de pression exercées sont symétriques et
s’annulent. Mais si les gouttelettes sont suffisamment proches, les petits objets ne peuvent
plus accéder a I'espace séparant les deux gouttes et la pression qu’ils exercent n’est plus
uniforme (Figure 33). Il se forme alors une zone de pression osmotique non compensée qui
tend a coller les gouttes et cela d’autant plus intensément que les petits objets sont
concentrés. Le potentiel attractif, appelé potentiel de déplétion ou de volume exclu qui
s’exerce entre les gouttes, dépend du rapport entre le rayon des gouttes, R, et celui des

petits objets, a. Si les gouttes sont au contact, ce potentiel est donné par :
3 R

Uaspistion = — 5 kpTPp— (Eq. 38)
2 a
ou @, est la fraction volumique en petits objets. L’expression précédente est valable pour

R > a. L'agrégation des gouttes par déplétion est observée, par exemple, lorsque le

caséinate de sodium est en fort excés dans la phase continue de I'émulsion [87].

Zone de
volume exclu

Figure 33 : Phénomene de déplétion due a I'existence d'un volume exclu entre et autour des gouttes de rayon R

Quand a une distance donnée, le bilan net des forces est attractif, les gouttelettes peuvent
se rapprocher et former des agrégats : les flocs (Figure 34). Dans ces édifices, les gouttes

restent individualisées et peuvent généralement étre séparées par dilution ou agitation.

46



Etat de I'art

Figure 34 : Floculation d'une émulsion

Les forces attractives et répulsives qui s’exercent entre les gouttes conduisent a un potentiel
U(r) qui présente un puits de potentiel U, Si Upin, €St trés inférieur a kgT, il n'y a pas
d’agrégation, I'agitation thermique permet de sortir spontanément du puits. Si U,y est de
I'ordre de kzT, gouttes libres et gouttes agrégées coexistent. Si U,,;,, est trés grand devant
kgT, les gouttes s’agregent de maniére totale et irréversible en formant un gel. Elles ne
peuvent pas étre redispersées. Ces considérations thermodynamiques peuvent étre
complétées par une approche cinétique, le rapprochement entre gouttes pouvant étre

ralenti par la présence d’une barriére de potentiel (Figure 35).

Ur(r) A R
répulsion e—o

stérique

minimum secondaire

Ep
barriére A
d’énergie | S r

4 Concentration en
électrolyte croissante

minimum primaire

Figure 35 : Contrédle de la barriére de potentiel [101]

La cinétique dans le cas des colloides chargés peut étre expliquée par le modele DLVO
(Derjaguin, Landau [102] Verwey, Overbeek [103]). Il permet de calculer leur potentiel

d’interaction en tenant compte des forces de van der Waals et des répulsions
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électrostatiques. Le puits de potentiel est profond, mais la répulsion électrostatique
engendre une barriére d’énergie qui empéche les colloides de se rapprocher a une distance
ou les interactions attractives de van der Waals sont dominantes. Il prend également en
compte les interactions de type « sphere dure », ou les nuages électroniques des molécules
a l'interface entrent en contact. Si la barriere de potentiel E, est trés grande devant kgT,
I'agrégation est impossible; si ces deux valeurs sont du méme ordre de grandeur,
I'agrégation est lente; enfin, si E}, est trés inférieure a kgzT, I'agrégation est rapide et
limitée par la diffusion. Expérimentalement, la salinité de la phase aqueuse permet de

moduler I'amplitude de la barriere Ej,.

2.2.3. Phénomeénes irréversibles

La destruction des émulsions résulte de deux mécanismes limites irréversibles: le
marissement d’Ostwald et la coalescence. Le murissement d’Ostwald est un transfert
diffusif de la phase dispersée, des petites gouttelettes vers les plus grosses [104]. Il existe un
différentiel de pression, P; entre le volume interne d’une goutte de rayon R (pression P;) et
la phase continue (pression P.) donné par :

2
P,=P,—P. = % (Eq. 39)

Ce différentiel est appelé pression de Laplace. L'équation 39 montre que celle-ci est
d’autant plus élevée que le diameétre des gouttes est faible. De ce fait, les molécules tendent
a diffuser des plus petites gouttes vers les plus grosses, a travers la phase continue. Les
petites gouttes finissent donc par disparaitre (Figure 36). Le phénoméne est d’autant plus
rapide que la solubilité de la phase dispersée dans la phase continue est élevée. Quand ce
phénoméne intervient, la distribution de taille des gouttes se décale au cours du temps vers
les plus gros diametres et elle s’affine autour de ces diametres. Le diametre moyen des
gouttes croit au cours du temps selon une loi de puissance en t'/3. Le marissement
d’Ostwald s’auto-ralentit au cours du temps car les écarts entre les pressions de Laplace des
différentes gouttes tendent a décroitre lorsque le rayon moyen des gouttes augmente. En
pratique, ce phénomeéne devient trés lent dés lors que le diameétre moyen des gouttes
dépasse 1 um environ. Les triglycérides a chaine moyenne ou longue ont une solubilité en
phase aqueuse extrémement faible. De ce fait, les émulsions de type H/E a base de

triglycérides ne sont généralement pas sujettes au mlrissement d’Ostwald.
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Temps
—_—

Figure 36 : Mirissement d'Ostwald

La coalescence est un phénomene irréversible de rupture du film interfacial entre deux
gouttelettes en contact. Cette rupture du film conduit a la fusion des gouttelettes et a la

relaxation de I'interface pour former une goutte unique (Figure 37).

n

Figure 37 : Etapes de la coalescence. 1. Rapprochement des gouttelettes ; 2. Rupture du film interfacial ; 3. Relaxation de
forme

Contrairement au murissement d’Ostwald, ce phénoméne est auto-accéléré. Le diameétre
moyen des gouttes croit au cours du temps selon une loi de puissance en t%, aveca > 1. La
distribution de taille des gouttes s’élargit dans le temps et ce phénoméne se poursuit
jusqu’a la séparation macroscopique des deux phases. Le rapprochement des gouttes est
nécessaire pour qu’un évenement de coalescence puisse se produire. Aussi, la
concentration de la phase grasse due au crémage ou bien I'agrégation des gouttes peut
accélérer la coalescence. La coalescence a été décrite comme un phénomene
thermiquement activé, limité par une barriére d’énergie d’activation, E,. La fréquence de

coalescence suit une loi d’Arrhenius :

E
W = wy. e ' (Eq. 40)

Ou wy la fréquence propre de nucléation d’un canal, i.e. le nombre total de canaux formés
par unité de temps et de surface [105]. Elle regroupe la contribution hydrodynamique
associée au drainage de la phase continue et une contribution entropique caractérisant la
possibilité de former un pore dans le film. L'origine de I'énergie d’activation dans les

émulsions reste encore trés controversée. Il n’existe a ce jour, aucun modele « universel »
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permettant d’expliquer toute la diversité des comportements lorsque les émulsions se
détruisent par coalescence. |l est vraisemblable que cette instabilité mette en jeu plusieurs
phénomeénes dont la prédominance dépend de la nature des especes tensioactives et des

propriétés thermodynamiques et mécaniques des interfaces.

L’énergie d’activation dépend, entre autres, de la tension de surface entre les deux phases.
En effet, créer un canal entre les deux gouttes diminue la surface plane du film, mais crée,
avant la relaxation de forme des gouttes, une surface supplémentaire [106]. L'énergie
d’activation dépend également de la courbure spontanée de I’émulsifiant (Figure 38). Dans
les films minces qui séparent les gouttes, dont I'épaisseur est de I'ordre de quelques
nanometres, la nucléation d’un canal génére des zones fortement courbées au niveau des
parties latérales du canal (Figure 38). Ces courbures sont en valeur absolue comparables a
celles que forment spontanément les tensioactifs en s’auto-associant sous la forme de
micelles (notion de courbure spontanée). Dans un film aqueux séparant deux gouttelettes
d’huile (cas des émulsions H/E), le bord du canal adopte une courbure locale de type E/H. La
coalescence est facilitée (i.e. E, est faible) si le tensioactif posséde une courbure spontanée
de méme type E/H. Cela est le cas des tensioactifs liposolubles qui forment spontanément
des micelles de type E/H dans I'huile. Au contraire, la coalescence est inhibée (i.e. E, est
élevée) si le tensioactif posséde une courbure spontanée de type H/E, opposée a la
courbure adoptée par le bord du canal. Cela est le cas des tensioactifs hydrosolubles qui
forment spontanément des micelles H/E en phase aqueuse [107]. Cette explication fondée
sur la notion de courbure spontanée (préférentielle) justifie la régle empirique de Bancroft
énoncée précédemment. La probabilité de rupture du film est aussi liée aux fluctuations de
concentration du tensioactif a I'interface [108]. Ces fluctuations entrainent la rupture du
film entre deux gouttes quand deux zones appauvries en tensioactif sont en vis-a-vis. Enfin,
les forces colloidales entre les surfaces influencent également la probabilité de coalescence.
Les tensioactifs générant des répulsions a longue portée, de nature électrostatique ou
stérique, réduisent la fréquence des évenements de coalescence en maintenant les

interfaces suffisamment écartées.
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2 Tensioactif soluble dans l'eau g Tensioactif soluble dans I'huile
fU\
E.>>0 E.=0

Figure 38 : Influence du type d’émulsifiant sur I’énergie d’activation de coalescence entre deux gouttes d’huile.
Adapté de [104]. Ea : énergie d’activation de création du pore entre les deux gouttes

2.3. Cristallisation en émulsion

La dispersion de la matiere grasse laitiere dans une phase aqueuse peut induire de
nouveaux mécanismes de cristallisation. L’émulsification conduit a une division de la
matiére grasse, son confinement dans des gouttes (plus ou moins grosses) et I'existence
d’une interface eau/huile, stabilisée par des espéces amphiphiles. Tous ces parameétres
peuvent modifier les propriétés cristallines de la matiére grasse : nucléation, croissance,
polymorphisme et/ou microstructure. Parallelement, la présence d’une fraction cristalline

dans les gouttes de matiere grasse peut modifier la stabilité de I’émulsion.

2.3.1. Conséquences de I’emulsification sur la cristallisation

Dans la MGLA en phase continue, la présence d’impuretés telles que de tres fines particules
solides, quasi inévitables, conduit a une nucléation hétérogene. Ces impuretés facilitent Ia
formation des premiers nuclei de matiere grasse. Quand la matiére grasse est émulsionnée
dans une phase aqueuse, elle est divisée en petits volumes qui, en premiere approche,
peuvent étre considérés comme indépendants les uns des autres. Les supports de
nucléation hétérogene, initialement présents dans la matiére grasse en phase continue,
sont a présent répartis dans les gouttes. Plus la dispersion est importante, plus le nombre de
gouttes est grand et plus leur volume est faible. De ce fait, la probabilité de trouver un
support de nucléation hétérogene dans une goutte diminue (Figure 39) et il est

généralement admis que la nucléation tend alors vers le mode homogeéne.
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Figure 39 : Effet de la dispersion et de la taille des gouttes sur la probabilité de trouver une impureté catalysant la
nucléation dans la matiére grasse. Adapté de [28]

Par conséquent, pour provoquer la cristallisation, il est généralement nécessaire d’'imposer
un degré de surfusion a la matiére grasse plus important en phase dispersée qu’en phase
continue. Plus la taille des gouttes diminue, plus la surfusion nécessaire a la cristallisation
est importante. La Figure 40 montre I'évolution du taux de solide dans la MGLA mesurée par
RMN du proton. La température de début de cristallisation dépend de I'état de dispersion.
La matiere grasse en phase continue commence a cristalliser a 27 °C, alors que sous forme
d’émulsion laitiere native, elle cristallise a partir de 22 °C. Sous forme de créme
homogénéisée, donc quand les gouttes de matiere grasse laitiére sont encore plus fines, elle
ne cristallise qu’a partir de 12 °C. La Figure 41 représente des profils thermiques de
cristallisation obtenus par analyse enthalpique différentielle lors d’un refroidissement lent.
De la méme maniére, on observe un décalage significatif (5 °C) dans la température de

début de cristallisation entre la MGLA en phase continue et en phase dispersée [36].

X
0.6 A 5
0.4 1
0.2 - 1
T I I | |
0 20 0 20 0 20 40
T(°C)

Figure 40 : Fraction de matiére grasse solide (x) lors de la cristallisation jusqu'a 0 °C puis lors du chauffage. A. MGLA en
phase continue, B. méme matiére grasse en émulsion, C. méme matiére grasse en creme homogénéisée.
Reproduit de [14]
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Figure 41 : Profil thermique de cristallisation de la créme et de la MGLA lors d’un refroidissement & 0,15 °C/min [36]

Dans le cas d’émulsions floculées, crémées ou fortement concentrées en matiere grasse, les
gouttes ne peuvent plus étre considérées comme compléetement indépendantes. Le choc
entre une goutte cristallisée et une goutte non cristallisée surfondue peut conduire a la
nucléation de cette derniere [109]. On parle de nucléation hétérogene inter-gouttes ou de

nucléation secondaire.

De plus, le tensioactif utilisé pour stabiliser I'interface des gouttelettes peut lui-méme étre
cristallisable et contribuer a la nucléation de la matiére grasse dans les gouttes. L’adsorption
aux interfaces concentre localement les tensioactifs, ce qui facilite leur cristallisation. Les
cristaux agissent alors comme des substrats de nucléation hétérogene pour la matiere
grasse des gouttes [110,111]. Il a été montré que la cristallisation est accélérée pour les
tensioactifs dotés d’une chaine hydrophobe saturée dont la longueur est équivalente a celle
de la matiére grasse. S'il est plus soluble dans la phase dispersée que dans la phase
continue, le tensioactif peut également permettre la nucléation depuis le coeur de la goutte

ou il est solubilisé. Dans les deux cas, la nucléation est hétérogene.

Outre la nucléation, le confinement de la matiére grasse dans les gouttelettes a également
un impact sur la croissance des cristaux et sur leur polymorphisme. Le fait que la MGLA en
phase continue présente un premier pic exothermique plus fin que I'’émulsion en DSC est lié
a la croissance cristalline (Figure 41). Quand le cristal croit, de la matiére est apportée au

site de croissance par la diffusion moléculaire. Ce processus est nécessairement limité dans
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les gouttes [112]. Les limites spatiales imposées par la goutte limitent donc la croissance des

cristaux.

Lors du refroidissement par trempe de 60 °C a 4 °C, Lopez et al. [33] ont observé la
formation des mémes polymorphes a-2L et a-3L dans la créme laitiere et dans la MGLA en
phase continue. Puis ces formes évoluent avec la formation de formes B’ et B. Cette
transition de phase est plus rapide dans le cas de la matiére grasse anhydre (30 min) que
dans la créeme (> 1 h). La dispersion joue donc un role dans la transition polymorphique, en
retardant la formation des polymorphes plus stables [33]. Lors de la trempe a -8 °C, les
mémes formes cristallines instables sont observées dans la MGLA et dans les cremes. Mais
les triglycérides cristallisent de maniere plus désordonnée en émulsion, ce qui conduit
expérimentalement a I'élargissement des pics de diffraction. Ce désordre serait attribué a la
courbure imposée par l'interface [35,113]. D’autres auteurs ont comparé la cristallisation de
la creme laitiere native et reconstituée a celle de la MGLA lors du refroidissement rapide
(-25 °C/min) jusqu’a 5 °C [114]. Ils observent d’abord la formation du polymorphe a, puis de

la forme B’ au détriment des cristaux a, aussi bien dans la MGLA que dans les créemes.

Les différences polymorphiques entre la creme et la MGLA sont plus importantes lors d’un
refroidissement lent (-0,15 °C/min) [36]. Dans la MGLA, une premiére fraction cristallise
sous forme B’ a 24 °C puis une seconde fraction cristallise sous forme a a 13 °C. Dans la
creme, la cristallisation commence a 20 °C, sous la forme a et la forme B’ apparait plus tard.
Les empilements longitudinaux sont également modifiés : successivement 2L; (41,7 A),
2L,(47,7 A), 3L (62,4 A) et 2L (39 A) pour la MGLA et 2L, (46,5 A), 2L, (40 A), 3L (71,3 A) et

3L (65 A) pour la créeme.

Pour un refroidissement modéré (-1 °C/min et -3 °C/min), Lopez et al. ont montré que
I’émulsification favorisait la formation de polymorphes instables, qui subissent des
transformations de phase au cours du chauffage. A ces vitesses de refroidissement, la
dispersion de la matiere grasse conduit a I'apparition de défauts dans I'empilement 3L, non

observés dans la MGLA [112].

La taille des globules gras, modifiée par homogénéisation, a également un impact sur la
cristallisation en émulsion. Outre I'effet sur la température de nucléation déja discuté, la
diminution de la taille des gouttes (étudiée entre 1,5 um et 0,4 um) augmente le désordre

et diminue la taille des cristaux élémentaires, ce qui expérimentalement se traduit par un
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élargissement des pics de diffraction [112]. L'augmentation du désordre quand la taille
diminue pourrait s’expliquer de plusieurs maniéres :

- la courbure de l'interface exerce une contrainte physique sur la matiére grasse qui
cristallise de maniére plus désordonnée dans les petites gouttes,

- en l'absence d’impuretés, les petites gouttes sont soumises a une surfusion plus
importante avant que la cristallisation ne débute. Or, plus le degré de surfusion est
important, plus la croissance cristalline est rapide et plus les cristaux sont
désordonnés dans les gouttelettes.

Cet effet de la courbure de l'interface sur le désordre a été observé en cryo-microscopie
électronique a balayage. Des dislocations ont été observées dans le réseau cristallin
d’émulsions a base de fractions de MGLA, aussi bien oléiques que stéariques, de taille

submicronique, donc avec une forte courbure (Figure 42) [115].

v ) 3 _1
1°C min i
Figure 42 : Observation de cryo-microscopie électronique a balayage d’une gouttelette d’émulsion de fraction haut point
de fusion de la MGLA cristallisée a 1 °C/min jusqu’a 4 °C. La fleche montre une des dislocations du réseau [115]

L'effet de la taille des globules gras sur la cristallisation a également été étudié sur des
globules gras natifs, sans homogénéisation, mais séparés selon leur taille par microfiltration
[116]. Les structures formées sont différentes dans les gros globules (5-7um) et les petits
globules (1-3um). Les gros globules contiennent davantage de cristaux 2L mais moins de
cristaux 3L que les petits globules. Ces distances 2L et 3L augmentent avec la taille des
globules natifs, ce qui pourrait aussi s’expliquer par des effets de courbure, ou par des

différences de composition chimique entre les globules de différentes tailles.
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La dispersion de la matiere grasse dans |'eau permet aussi d’évacuer plus facilement la
chaleur dégagée due a I'exothermie de la cristallisation [14], et donc favoriser ce
changement d’état. L'eau conduit mieux la chaleur et permet une diffusion plus efficace loin
du site de croissance, alors qu’elle peut étre limitante dans le cas de la matiére grasse en

phase continue.

2.3.2. Conséquences de la cristallisation sur la stabilité des émulsions

La cristallisation peut perturber la structure des interfaces et donc générer des instabilités
spécifiques dans les émulsions. Quand la matiere grasse d’'une émulsion huile dans eau
cristallise, les cristaux peuvent percer les films liquides et conduire a la coalescence. Les
cristaux anisotropes, notamment en forme d’aiguille, génerent des « aspérités » ou des
« protubérances » a la surface des gouttes. Quand un cristal saillant dans une goutte entre
en contact avec une surface liquide dans une goutte voisine, la pression du contact est

portée par un point unique, ce qui conduit a la rupture du film par percage.

Si le taux de solide dans les gouttes est élevé, la fermeté du réseau cristallin (oléogel)
empéche la relaxation de forme induite par la tension interfaciale, malgré la rupture du film.
Dans ce cas, la coalescence est partielle. Ce phénomeéne se déroule en trois étapes (Figure

43) [117] :

le rapprochement des gouttes,
- le percage du film par un cristal saillant, a condition que les surfaces soient
suffisamment proches,

- la rupture du film aqueux et le mouillage du cristal par I’huile liquide contenue dans

la goutte voisine.

Figure 43 : Etapes de la coalescence partielle
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En formant un lien solide entre gouttes, la coalescence partielle peut conduire a la
formation d’'un gel macroscopique par percolation des gouttes. Cela peut entrainer une

inversion de phase, ou la formation d’une émulsion bi-continue [118].

La coalescence partielle est souhaitable dans certaines situations, a condition d’étre
maitrisée. Par exemple, la coalescence partielle des globules gras du lait est a I'origine du
phénomeéne de barattage mis en ceuvre pour la fabrication du beurre. La formation du
réseau de matiere grasse permet aussi de stabiliser les alvéoles d’air dans les cremes

fouettées [119] ou les crémes glacées [120-122].

Les parametres qui influencent ce phénomene ont fait I'objet d’optimisations. Le taux de
solide doit par exemple étre compris entre 10 % et 50 %. En deca, les gouttes contiennent
insuffisamment de cristaux pour induire le phénomene de pergage. Au-dela de 50 %, le taux
de solide aux interfaces est trop important et le choc entre les gouttes étant élastique, la
coalescence est inhibée [118]. Pour que le phénomeéne se produise, il est en effet nécessaire
qu’un cristal solide rencontre une zone liquide d’'une autre goutte [118]. L'orientation, la
forme et la taille des cristaux sont également des facteurs importants. Les cristaux de

grande taille et saillants facilitent le phénomene [123].

La nature des espéces tensioactives est également primordiale. Dans les cremes laitiéres, les
caséinates et les protéines sériques forment des couches épaisses et viscoélastiques a la
surface des gouttes qui empéchent la coalescence partielle [120]. Mais I'ajout de
tensioactifs de faible poids moléculaire permet de déplacer les protéines de l'interface. Les
interactions répulsives sont alors a plus courte portée et les interfaces deviennent plus
fluides. De facon concomitante, ces deux effets favorisent la coalescence partielle

[123-126].

La taille et la fraction volumique des gouttes de matiére grasse sont des parametres
critiques [118]. La coalescence partielle est peu probable pour les petites gouttes au repos,
en raison de la faible taille des cristaux. La concentration en matiére grasse de la creme peut

favoriser le phénomeéne en multipliant les points de contact entre les gouttes.

Outre les parametres de formulation, le procédé peut également favoriser la coalescence
partielle par d’autres leviers. Le cisaillement de la créme cristallisée, comme c’est le cas
dans la creme fouettée, force les chocs entre gouttes et de ce fait accélére la coalescence

partielle [124]. Les cycles de tempérage permettent également de la déclencher, méme en
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conditions statiques (Figure 44). Dans les émulsions a base de MGLA dont le diamétre
moyen des gouttes est supérieur a 10 microns, la fraction cristallisée a 4 °C est trop
importante pour que la coalescence partielle puisse se produire [118]. L'émulsion reste
stable et fluide dans ces conditions. L'application d’un cycle de tempérage provoque une
gélification rapide du matériau par coalescence partielle [118,119,125,127]. La température
idéale pour déclencher le phénomeéne se situe autour de 25 °C. A cette température, le taux
de solide est optimal en termes de proportion de zones liquides et solides aux interfaces
[128]. Les durées et températures du plateau de tempérage sont des variables d’ajustement
de la connectivité finale du gel formé [128].

premiéres
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T T T T 30
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Figure 44 : Evolution de la structure d'une émulsion au cours d'un cycle de tempérage [118]

A contrario, la présence de cristaux peut stabiliser les émulsions, notamment les émulsions
inverses. Quand I’huile constitue la phase continue, les cristaux peuvent stabiliser I’émulsion
de deux manieres [129] :
- S'ils possédent des propriétés interfaciales, ils peuvent stabiliser les interfaces. Les
émulsions stabilisées par des particules solides sont appelées émulsions de Pickering
[130]. Les cristaux forment alors une barriére stérique empéchant la rencontre des
gouttes d’eau voisines et empéche leur collision.
- Si les cristaux n‘ont pas de propriétés interfaciales, ils peuvent quand méme
stabiliser I'émulsion en constituant un réseau solide dans la phase continue, qui

enchasse les gouttes d’eau.
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Ces deux modes d’action permettent d’éviter la coalescence et la sédimentation de I'eau.
L'utilisation de certains tensioactifs dont la longueur de chaine est comparable a celle des
triglycérides de la phase continue peut permettre de les faire préférablement cristalliser
pres de l'interface. Les triglycérides contribuent alors a la stabilisation de I'émulsion par
I'interface, alors qu’ils n‘ont a priori pas de propriétés interfaciales [129]. Les cristaux
peuvent se former a partir de l'interface, notamment quand un tensioactif cristallisable est
utilisé, ou cristalliser dans le volume et migrer vers I'interface [131]. De plus, la stabilité des
émulsions est influencée par la taille et la forme des cristaux. A taux de solide équivalent,
des cristaux plus nombreux et plus petits stabilisent plus efficacement les émulsions E/H.
Les gros cristaux ne s’adsorberaient pas efficacement aux interfaces, alors que les petits

cristaux permettraient une meilleure couverture [131].

2.3.3. Composés mineurs et cristallisation de la matiére grasse laitiere en émulsion

De par la présence d’interfaces dans les systémes dispersés, I'action des composés mineurs
peut étre tout a fait différente en phase continue et en émulsion. Trés peu d’études ont été
consacrées a I'impact des composés minoritaires endogenes ou ajoutés sur la cristallisation

de la matiere grasse laitiere en émulsion.

L'effet des phospholipides sur la cristallisation de la matiere grasse laitiere émulsionnée
dépend de leur origine [132,133]. La reconstitution de créemes laitieres avec des
phospholipides laitiers stabilise la creme, tandis que l'utilisation de phospholipides extraits
du soja conduit a une solidification de la creme par coalescence partielle. La différence
fonctionnelle entre les deux types de phospholipides pourrait s’expliquer par leur
composition : les phopholipides laitiers ont des longueurs de chaines similaires a celles de la
matiére grasse laitiere (18:1, 16:0 et 18:0 majoritaires), alors que les phospholipides de soja

sont principalement composés d’acides gras polyinsaturés (18:2 59 %) [132].

L'effet de monoacylgycérols de différentes longueurs de chaine et insaturation sur la
cristallisation de la matiére grasse laitiere a été étudié dans les crémes laitiéres
reconstituées [134]. Il s’agit encore dans ce cas de molécules amphiphiles présentes aux
interfaces. Les MAG riches en acide stéarique accélérent la cristallisation de la matiere
grasse laitiere dispersée, ils induiraient une nucléation hétérogene interfaciale et
accéléreraient la croissance et la transition polymorphique o-p’. A I'inverse, les MAG riches

en acide oléique ne modifient pas la cinétique de cristallisation de la matiére grasse. Les
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MAG riches en acide laurique (chaines saturées moyennes) ne modifient pas la vitesse de
cristallisation. lls ne modifieraient pas la nucléation mais accéléreraient la transition a-f’.
L'effet des MAG a longue chaine saturée ou insaturée (i.e. riches en chaines stéarique ou
oléique) sur leur capacité a induire de la coalescence partielle a été étudié dans des cremes
laitieres reconstituées [135,136]. Le mécanisme d’action de ces MAG sur la cristallisation de
la matiere grasse laitiere dans le globule gras proposé est présenté sur la Figure 45. L’action
de ces composés mineurs dépend de leur aptitude a cristalliser. Quand les MAG sont
insaturés, la nucléation de la matiére grasse laitiere commencerait dans la goutte, comme
pour une creme sans MAG. Puis, la croissance cristalline conduirait au percage des
interfaces par les cristaux anisotropes formés, facilitant la coalescence partielle. En présence
de MAG saturés, eux-mémes cristallisables, la nucléation commencerait a l'interface. La
nucléation serait alors accélérée et conduirait a la formation de cristaux plus petits et plus
nombreux. La probabilité qu’un cristal parvienne a saillir est faible et le tensioactif cristallisé

protégerait les films de la coalescence.

' Protein LiquidMAG

<> Fatcrystal SolidMAG

Figure 45 : Représentation schématique de I’évolution de la microstructure du globule gras au cours du refroidissement a
5 °C en présence de monoglycérides (MAG) insaturés (haut) ou saturés (bas). Reproduit de [135]

Plus récemment, |'effet de la cristallisation de tensioactifs commerciaux sur leur capacité a
induire de la coalescence partielle dans des cremes laitieres reconstituées a été étudié
[137]. La cristallisation des tensioactifs a I'interface préviendrait la coalescence partielle,

alors que I'utilisation de tensioactifs non cristallisés favoriserait ce phénomene.
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D’autres auteurs ont étudié I'effet de composés minoritaires, souvent des tensioactifs a bas
poids moléculaire, sur les émulsions de matiere grasse cristallisable a base de palmiste
[138], de palme [139,140] ou de ses fractions [110,141,142], de n-hexadécane [111,143]. lIs
s'intéressent principalement a la capacité de ces tensioactifs a constituer des nuclei
hétérogeénes a l'interface, pour ensuite promouvoir la cristallisation de la matiere grasse
dans la goutte. La compatibilité entre la matiere grasse majoritaire et le composé mineur est
primordiale dans les mécanismes d’action, et ces études s’éloignent du champ strict de

notre travail car elles n’étudient pas la matiere grasse laitiere.

3. Objectifs et stratégie de I'étude

L'intérét industriel de ce travail est de mieux comprendre le lien entre les mécanismes de
cristallisation de la matiere grasse laitiere et I'organisation de sa structure a différentes
échelles. Il a pour but d’identifier des ingrédients d’origine laitiere capables d’orienter la
cristallisation de la matiére grasse, pour moduler ses fonctionnalités lors de I’élaboration ou
la rénovation de produits laitiers tels que les crémes, les beurres ou les fromages a pate

fraiche.

L’étude bibliographique de la cristallisation de la matiere grasse laitiere, en phase continue
ou en milieu dispersé, a montré qu’il s’agit d’'un phénomeéne complexe. Il met en jeu des
mécanismes de nucléation et de croissance qui dépendent de nombreux facteurs liés aux
conditions opératoires (température, agitation) et a la formulation (présence de composés
mineurs, composition de l'interface, taille de goutte). Il apparait que I’action des composés
mineurs sur la cristallisation de la MGLA, gu’ils soient endogénes ou ajoutés, a été
relativement peu étudiée. La littérature sur les composés mineurs de la matiére grasse
laitiere en phase continue est assez peu documentée et celle sur la matiére grasse laitiere

émulsionnée est quasiment inexistante.

Ce travail de these vise donc a apporter de nouvelles connaissances fondamentales sur
I'influence de composés mineurs en tant que modulateurs potentiels de la cristallisation de
la MGLA, qu’elle soit en phase continue ou en milieu dispersé. A travers les différentes
études réalisées, nous nous proposons de répondre aux questions suivantes :
- Quels sont les composés mineurs susceptibles de perturber le phénomeéne de
cristallisation de la matiere grasse laitiere, en phase continue et en milieu

émulsionné ?
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- De quelle facon les molécules identifié¢es modulent-elles la cristallisation des
matiéres grasse laitiéres (inhibition ou accélération) et quels sont les mécanismes
mis en jeu en termes de nucléation, de croissance et d’évolution polymorphique ?

- Quelles sont les conséquences de la présence de ces modulateurs sur la morphologie
des cristaux et les propriétés thermiques, cristallographiques et rhéologiques de la
matiere grasse ?

- Existe-t-il des synergies ou des antagonismes lorsque plusieurs modulateurs sont
présents simultanément dans un méme systéeme ?

- D’un point de vue méthodologique, la cristallisation de la MGLA et |'action des
composés mineurs peuvent étre abordées a l'aide de plusieurs techniques
analytiques. Cette étude sera aussi |'occasion de définir quelles méthodes
expérimentales sont les plus pertinentes pour répondre aux différentes questions
soulevées par ce travail. Certaines sont incontournables dans les études de
cristallisation, mais restent d’un intérét limité pour l'identification des mécanismes.
Pour d’autres, I'usage habituel peut étre détourné pour accéder a une information

utile dans la compréhension de la cristallisation.

Dans cette étude, I'objectif est de comprendre comment s’articule I'action de ces composés
mineurs avec les autres facteurs déja connus pour influencer la cristallisation de la MGLA
comme la cinétique de refroidissement ou les parameétres de formulation d’'une émulsion
(composition de l'interface, taille des globules gras). La stratégie adoptée dans cette étude
consiste a identifier des composés efficaces pour accélérer ou ralentir la cristallisation de la
MGLA en phase continue, puis a les tester en milieu dispersé, i.e. dans des conditions ou

I'influence de la taille des gouttes peut prévaloir sur leur mode d’action.

Nous avons choisi de travailler sur une MGLA native, c’est a dire sans purification préalable
des composés mineurs présents de maniere endogéne. Ce choix est dicté, d'une part, par
une approche plus réaliste de ce qui peut se produire en conditions opérationnelles et,
d’autre part, car les composés mineurs sont ajoutés a des concentrations largement
supérieures a celles que I'on peut mesurer dans la MGLA native. Afin d’éviter toute
variabilité de la matiére premiére, les études ont été réalisées sur le méme lot de MGLA,
stockées pendant 3 ans dans des conditions assurant la stabilité chimique de cette matiere

grasse.
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Dans un premier temps, un criblage d’une trentaine de composés mineurs susceptibles
d’étre formés au cours des processus fromagers (produits de lipolyse, fermentation) est
réalisé. L'étude porte sur la cristallisation de la MGLA en phase continue, dans des
conditions qui favorisent I'action potentielle de ces composés : cristallisation isotherme avec
un faible degré de surfusion (25 °C), sans agitation. Une analyse quantitative et statistique
des données de cristallisation a pour but de dégager trois grandes familles de composés :
des accélérateurs de cristallisation, des inhibiteurs de cristallisation et des molécules sans
effet a la concentration étudiée. Des hypothéses sont proposées quant aux mécanismes
d’action des différentes familles en fonction de leur nature chimique. Dans un deuxieme
temps, pour certains composés d’intérét mis en évidence par ce criblage, I'impact structurel
sur la matiere grasse est évalué a différentes échelles : nanostructure, microstructure,
macrostructure. Cette approche multi-échelle permet de conforter les hypotheses
proposées pour le mode d’action de chaque modulateur en fonction de sa nature chimique.
La variation de concentration des composés mineurs, ainsi que leur mélange permet d’en
étoffer I'argumentaire. Puis, la cristallisation est étudiée en conditions dynamiques, en
augmentant le degré de surfusion imposé au systeme (5 °C), donc en se plagant dans une
situation moins favorable a I'action des composés mineurs. Dans la derniére partie de ce
travail, les composés mineurs sont testés en milieu dispersé, c’est-a-dire sur des cremes
laitieres reconstituées, de diametre moyen variable. Leurs effets sur la cristallisation et sur
les propriétés macroscopiques des émulsions, comme la tendance au crémage ou a la
coalescence partielle lors de cycle de tempérage, sont évalués. Les conséquences texturales

sont abordées via des études de rhéologie oscillatoire.
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Chapitre 2 : Matériels et Méthodes

1. Systemes d’étude

1.1. Préparation des mélanges a base de matiére grasse laitiére anhydre

La MGLA utilisée tout au long de cette étude provient d’'un méme lot (MGLA ex-creme,
Corman, Belgique). Elle est aliquotée a réception en pots de 1L et conservée a -20 °C. Sa
composition chimique en triglycérides (Tableau 8) et en acides gras totaux (Tableau 9) a été
déterminée par chromatographie en phase gazeuse par I'Institut Technique des Corps Gras

(Pessac, France).

Tableau 8 : Composition en triglycérides (% massique) de la MGLA étudiée

TAG Composition (%)
c24 0,02
C26 0,29
C28 0,68
C30 1,35
C32 2,86
C34 6,52
C36 11,38
C38 12,27
Cc40 9,57
c42 7,37
C44 7,06
C46 7,74
Cc48 9,31
C50 10,76
C52 8,43
C54 3,58
C56 0,34
C58 0,06
TAG non identifiés 0,43

Tableau 9 : Composition en acides gras totaux (% massique) de la MGLA étudiée

Acides gras Composition (%)
4:0 3,7
6:0 2,3
8:0 1,5
10:0 3,4
12:0 4,0
14:0 12,3
14:1 1,0
15:0 2,0
16:0 32,4
16:1 2,1
17:0 1,4
17:1 0,2
18:0 9,2
18:1 trans 2,0

18:1 19,7
18:2 trans 0,5
18:2 (n-6) 1,7
18:3 trans <0,1
18:3 (n-3) 0,4
18:2 conj <0,1
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Acides gras Composition (%)
20:0 0,1
20:1 0,1
22:0 <0,1
24:0 <0,1
AG non identifiés 1,6

Les modulateurs de cristallisation étudiés sont des molécules commerciales dont les
principales caractéristiques techniques sont précisées dans le Tableau 10. Parmi ces
modulateurs, on retrouve des produits issus de la lipolyse des triglycérides (DAG, MAG, AGL,
glycérol) puis de la dégradation des AGL (alcool, cétones, aldéhydes, esters), des produits de
fermentation (acide propionique, acide acétique, acide butyrique) et des triglycérides

exogenes. Les formules chimiques de ces molécules sont représentées en Annexe 1.

Tableau 10 : Modulateurs de cristallisation étudiés

Abréviation Modulateur Fournisseur Purete N.atf"e Longugur Masse molaire
(%) chimique  de chaine (g/mol)
2:0 acide acétique Sigma 99,5 AGL 2 60
3:0 acide propionique Sigma 99,5 AGL 3 74
4:0 acide butyrique Sigma 99 AGL 4 88
5:0 acide valérique Sigma 99 AGL 5 102
6:0 acide caproique Sigma 98 AGL 6 116
2-et-6:0 acide 2-ethyl hexanoique Sigma 99 AGL 6 144
7:0 acide heptanoique Sigma 98 AGL 7 130
8:0 acide caprilique Sigma 98 AGL 8 144
9:0 acide nonanoique Sigma 96 AGL 9 158
10:0 acide caprique Sigma 98 AGL 10 172
12:0 acide laurique Sigma 98 AGL 12 200
14:0 acide myristique Sigma 95 AGL 14 228
16:0 acide palmitique Sigma 98 AGL 16 256
18:0 acide stéarique Sigma 95 AGL 18 284,5
18:1 acide oléique Sigma 97 AGL 18 282,5
18:2 acide linoléique Sigma 95 AGL 18 280,5
20:0 acide arachidique Sigma 99 AGL 20 312,5
5ane pentane Sigma 99 alcane 5 72
Gly glycérol Sigma 99 alcool 3 92
2-7o0l heptan-2-ol Sigma 97 alcool 7 116
6al hexanal Sigma 97 cétone 6 100
2-7one heptan-2-one Sigma 98 cétone 7 114,18
etOac acétate d'éthyle Sigma 99 ester 3 88
etObut butanoate d'éthyle Sigma 98 ester 6 116
6-déca delta decalactone Sigma 98 lactone 6 170
AAA triacétine Sigma 99 TAG 2 218
PPP tripalmitine Danisco 85 TAG 16 807
SSS tristéarine Sigma 99 TAG 18 891

Les mélanges MGLA/modulateurs sont réalisés de la maniére suivante : la matiére grasse
laitiere est fondue a 60 °C et agitée pour assurer une répartition homogéne des TAG au sein
du liquide. Les modulateurs sont pesés a température ambiante sous forme solide ou liquide
et sont introduits dans des tubes en verre de 30 mL. La MGLA fondue est ajoutée a ces tubes
pour obtenir la teneur en modulateur recherchée, comprise entre 0,3 % et 12 %. Les

mélanges sont placés a 80 °C, température supérieure de 5 °C a la température de fusion du
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modulateur le plus long et saturé, puis agités. Une fois les mélanges completement liquides,
ils sont conservés a 4 °C en attendant d’étre analysés. Pour chaque analyse, le mélange est

fondu a nouveau a 80 °C avant d’étre prélevé.

1.2. Formulation des émulsions

1.2.1. Composition des émulsions

Les émulsions modeles formulées pour cette étude sont de type huile-dans-eau, stabilisées
par des protéines laitiéres. La matiére grasse laitiere anhydre constitue la phase dispersée.
La phase continue est une solution aqueuse de caseinate de sodium. Le caseinate de sodium
(Armor Protéines, France) utilisé a une teneur minimale en protéines de 88 % et une
hygrométrie maximale de 6 % (données fournisseur). La matiére grasse constitue 40 % de la
masse de I'émulsion et les protéines représentent 2 %, soit 3,33 % de la phase aqueuse.
Quand des modulateurs sont ajoutés a I’émulsion, ils se substituent a la matiére grasse. La

formulation générale des émulsions est présentée dans le Tableau 11.

Tableau 11 : Composition générale des émulsions directes

Fraction massique Composition Fraction massique
(%) P (%)
Bh eau 58
ase
60 X
aqueuse caséinate
. 2
de sodium
MGLA 40 - x
Phase grasse 40
modulateur X

1.2.2. Techniques d’émulsification

Différentes techniques d’emulsification sont utilisées de maniere a disposer d’émulsions

caractérisées par une taille des gouttes variant dans un rapport de 40 (0,7 a 30 um).

La fragmentation d’'une goutte met en jeu deux parametres physiques antagonistes :
- la pression de Laplace définie au chapitre 1 (Eq. 39), P, = 2?0, R étant le rayon de la

goutte et o la tension interfaciale entre I'huile et la phase aqueuse. La pression de

Laplace tend a maintenir la forme sphérique des gouttes.
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- La contrainte visqueuse transmise par la phase continue, T =1.y, oun, est la
viscosité de la phase continue ety est le gradient de cisaillement appliqué. La

contrainte tend a déformer les gouttes dans la direction de I’écoulement.

Pour que la fragmentation puisse se produire, le cisaillement appliqué doit étre suffisant. La
goutte mere se déforme en un long cylindre, puis se fragmente en des gouttes filles sous
I'effet d’'une instabilité induite par la tension interfaciale, dite instabilité de Rayleigh. En
effet, la quantité d’interface huile-eau des gouttes filles est inférieure a celle du cylindre
liquide étiré.

Lorsque la phase continue est peu visqueuse, la fragmentation requiert I'application d’un
gradient de cisaillement élevé. En pratique, le cisaillement est souvent appliqué en régime
turbulent. Le processus d’émulsification met alors en jeu deux phénomenes: la
fragmentation des gouttes et leur recombinaison par coalescence sous I'effet des collisions a
forte énergie. Du fait de la recombinaison, I’évolution de la taille moyenne des gouttes est

difficilement prédictible.

Lorsqu’au contraire la phase continue est tres visqueuse, alors la fragmentation peut se
produire a faible vitesse d’écoulement, en régime laminaire. Le risque de recombinaison est
alors bien plus faible car les collisions entre gouttes sont faiblement énergétiques. La
compétition entre la pression de Laplace et la contrainte visqueuse appliquée est
guantifiable au moyen d’un nombre adimensionnel, le nombre capillaire :
a= P_L = .

Aussi bien les calculs théoriques que les résultats expérimentaux montrent que la
fragmentation se produit lorsque le nombre capillaire dépasse une valeur seuil, C,., qui
dépend du type de cisaillement (simple ou élongationnel, appliqué de fagcon subite ou
progressive) et du rapport des viscosités entre la phase continue et la phase dispersée [1,2].
Dans les conditions opératoires de cette these, la valeur de C, se situe entre 0,1 et 0,5.
L’équation 41 permet alors de prédire le diamétre moyen des gouttes, si tant est que la
recombinaison par coalescence ne se produise pas. Elle est théoriquement valable a faible
teneur en gouttes, dans un régime ou la viscosité de I'émulsion est dominée par la phase
continue. Lorsque la fraction des gouttes dépasse environ 64 % vol., les surfaces sont en

contact permanent et les frictions au niveau des films interfaciaux entrent en jeu et
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déterminent le comportement visqueux du matériau. L’équation précédente reste toutefois
valable, en remplagant la viscosité de la phase continue par la viscosité moyenne de

I’émulsion.
1.2.2.1. Emulsification en régime laminaire

L'émulsificateur de Couette permet de fabriquer des émulsions monodisperses
(polydispersité P < 25 %, cf. § 3.1) [1,3]. Il est constitué de deux cylindres concentriques,
I'extérieur étant fixe et I'intérieur étant mobile. L'entrefer entre les deux cylindres mesure
100 um. Une émulsion grossiere est injectée entre les deux cylindres et est cisaillée en
régime d’écoulement laminaire. Les gouttes sont alors fractionnées et leur distribution de

taille s’affine (Figure 46).

Dans un tel systeme, le gradient de cisaillement appliqué a I'émulsion est :

V=60 " e
Ou n est la vitesse de rotation en tours par minute, Ryt l€ rayon du cylindre mobile et e |a

largeur de I'entrefer.

>

= Emulsion

fine

Stator

|

|

I

|
Rotor

|

|

|
Emylsion ||
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|
Figure 46: emulsificateur de Couette. D’apreés [3]

La cellule de type Couette permet d’appliquer des cisaillements y allant de 1 a 15 000 st

Pour atteindre le niveau de viscosité requis, la phase aqueuse est sur-concentrée en
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protéines. Pour augmenter la viscosité, la concentration en matiére grasse est elle aussi
élevée (>64 %vol.). Les émulsions sont diluées post fabrication pour atteindre la fraction de

gouttes et la teneur en protéines cibles.

En pratique, les deux phases (phase protéique aqueuse et phase grasse) sont préalablement
chauffées a 60 °C pour que la MGLA (avec ou sans modulateur) soit dans un état fluide.
L’huile est incorporée trés progressivement dans la phase aqueuse, tout en agitant le
mélange manuellement avec une spatule, jusqu’a obtenir un mélange macroscopiquement
homogeéne. Le mélange est maintenu a une température supérieure a 40 °C pour prévenir la
cristallisation de la MGLA, puis cisaillé dans I'emulsificateur de Couette a chaud. La Figure 47
montre I'émulsion trés concentrée en sortie du tube collecteur. Elle présente I'aspect d’une
pate viscoélastique. Elle est ensuite diluée avec une solution de protéines a 60 °C pour
ajuster la concentration en protéines a 2 % et la teneur en matiere grasse a 40 %. L'émulsion

est conservée a 60 °C.

Figure 47 : Emulsion laitiére concentrée (85 % MGLA) en sortie de I'émulsificateur de Couette, avant dilution

1.2.2.2. Emulsification en régime turbulent

Les émulsions peuvent étre fabriquées en une seule étape au moyen d’un systéme turbulent
rotor/stator. Cette méthode permet de travailler sur des volumes d’émulsion plus
importants, mais conduit a des distributions granulométriques plus larges que
I’émulsification en régime laminaire. L'appareil utilisé est un Ultra-Turrax T25 (IKA), équipé
d’une géométrie S25-KV-25F. Le stator et le rotor ont un diameétre intérieur respectif de 25
mm et 18 mm, avec un entrefer de 0,5 mm. Ces deux piéces sont dentelées (Figure 48a). La
rotation rapide du rotor aspire les liquides par le centre de la géométrie, le fluide passe a
travers les fentes du systeme et le gradient de vitesse dans I'entrefer fragmente les gouttes

de I’émulsion (Figure 48b). La turbulence et I'énergie mises en jeu provoquent la
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fragmentation des gouttes ainsi des collisions entre ces gouttes qui se recombinent par
coalescence. La taille finale des gouttes résulte d’'un équilibre entre fragmentation et

recombinaison.

rotor
Figure 48 : Emulsification en régime turbulent. a) Géométrie de type Ultra-Turrax®, b) Principe

En pratique, les deux phases aqueuse et grasse sont mélangées a chaud directement dans un
réacteur de laboratoire IKA LR 1000, thermostaté a 60 °C. Ce systéeme en batch permet
d’éviter la cristallisation en cours de cisaillement et assure une agitation du mélange. Le
mélange a émulsionner (1,2 L) est soumis un cisaillement de 25 000 tours par minute

pendant 10 min. L’émulsion est ensuite stockée a 60 °C.

1.2.2.3. Homogénéisation sous pression

Il est possible de diminuer la taille des gouttes initialement préparées avec I'émulsificateur
de type Ultra-Turrax a I'aide d’'un homogénéisateur haute pression a double effet (Niro Soavi
Panda, GEA). Le principe de ce type d’homogénéisateur est présenté en Figure 49. Une
pompe a haute pression force le liquide a travers une ouverture étroite, la valve. La vitesse
du liquide a travers I'ouverture est tres grande et la formation de tourbillons est responsable

du fractionnement des gouttes de gras.
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Figure 49: Principe de I'hnomogénéisateur haute pression a deux étages (1 et 2). Reproduit de [4]
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En pratique dans cette étude, un seul étage est utilisé, et les pressions de travail sont fixées
a 50 et 500 bars. L'émulsion chaude subit un unique passage dans I’homogénéisateur, a

60 °C. Une fois homogénéisée a 50 ou 500 bars, I'émulsion est stockée a chaud.
2. Etude de la cristallisation de la MGLA avec ou sans modulateur

Plusieurs méthodes expérimentales sont utilisées pour étudier la cristallisation de la MGLA
seule ou en présence des modulateurs, chacune apportant sa propre contribution a la
compréhension des mécanismes. Les méthodes utilisées concernent toutes la MGLA en
phase continue. Certaines d’entre elles sont utilisées pour caractériser la cristallisation de la

MGLA en émulsion.

2.1. Cristallinité : évaluation du taux de solide par Résonnance Magnétique

Nucléaire

Une premiére approche de I'état de cristallisation consiste a déterminer les proportions de
phases solide et liquide des corps gras, par l'utilisation de la relaxation en Résonance
Magnétique Nucléaire (RMN). La relaxation RMN repose sur le principe de I'aimantation.
Chaque atome d’hydrogene est constitué de charges en mouvement : il peut étre considéré
comme un aimant microscopique (spin). Au repos, les spins sont orientés aléatoirement.
Mais soumis a un champ magnétique, ils s’alignent dans ce champ, certains parallélement
(majoritairement), d’autres antiparalléelement (plus rarement) a ce champ. La somme de
leurs aimantations donne une résultante magnétique globale parallele au champ
magnétique imposé. Dans |'appareil RMN, I’échantillon est soumis a une aimantation
permanente By, conventionnellement représentée paralléle a (0z). A linstant t=0, un
second champ ponctuel B; perpendiculaire a By, est appliqué. Cela excite les protons qui
s’alignent sur ce nouveau champ. B; est ensuite arrété et les protons relaxent, i.e. ils se

réalignent avec Bq (Figure 50).

>
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Figure 50 : Principe de la relaxation RMN
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L'appareil RMN mesure le signal de relaxation dans le plan (0Oxy) : le mouvement de
I'aimantation globale crée un courant électrique dans une bobine, d’intensité I. Cette

intensité s’amortit quand les protons relaxent :

t

i

Le temps de relaxation T, dépend principalement de I’état physique (solide/liquide) de
I’échantillon et de la température de I’échantillon. Il est d’autant plus long que la mobilité
moléculaire est importante. Ainsi, les protons des solides, trés contraints, relaxent tres
rapidement. Les protons des liquides, au contraire, relaxent indépendamment les uns des
autres, donc plus lentement. Le signal de relaxation global est la somme des relaxations de
chacun des protons, qu’ils soient dans une phase solide ou liquide. L'amplitude de chaque
relaxation est proportionnelle a la quantité de protons qu’elle concerne. Dans un mélange
gras solide / liquide, les protons de la phase solide relaxent d’abord avec un temps
caractéristique proche de 15 ps, puis les protons de la phase liquide relaxent avec un temps

caractéristique de I'ordre de la centaine de millisecondes, comme illustré sur la Figure 51.

| Amplitude

i Solide
-;:~ ]
2
w
=
‘n
c
% _Amplitude
- | Liquide

-| T T T T T T TTTI T T T T T T T T T T T TTT0T T T T
0.005 0.05 0.5 5 50 500 5000

Temps (ms)
Figure 51 : Courbe théorique de la relaxation d'un mélange solide/liquide (30:70). T, syjige = 15 US T jiquige = 300 ms

Pour évaluer le taux de solide, il suffit donc de faire le rapport des amplitudes de ces deux
signaux. En pratique, l'intensité initiale du signal n’est pas accessible car la sonde est

« éblouie » par I'impulsion ponctuelle de B;. Deux Facteurs F et K permettent d’extrapoler
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les valeurs des signaux mesuré a 11 ps et 70 ps pour obtenir l'intensité initiale. Le taux de
solide (Solid Fat Content, SFC) est alors donné par :

[(A11 X K) — A7l X F
[(A1; XK) — Al X F+ A0+ 0

SFC (%) = (Eq. 44)
ou F et K sont les facteurs de correction des amplitudes solides et liquides, et O est |'offset
électronique. A;; et A,y sont les amplitudes du signal respectivement a 11 ps (phases
solide + liquide) et a 70 ps (phase liquide). Ces trois parametres son calibrés chaque jour au
moyen de tubes de calibration contenant des mélange de polymeéres et d’huiles minérales

dont les taux de solides sont connus.

Les mesures de taux de solide sont réalisées au moyen d’un appareil de RMN bas champ 20
MHz Minispec mg20 (Bruker) équipé d’une sonde RVGX thermostatée. Cette sonde
fonctionne avec des tubes en verre de 10 mm de diameétre, dans lesquels sont introduits
0,8 mL de la MGLA seule ou des mélanges a étudier. Une fibre optique, transparente pour la
RMN, est utilisée pour vérifier la température des systémes directement dans le tube en

cours d’analyse.

Le taux de solide est habituellement utilisé pour déterminer le profil de fusion de la matiere
grasse préalablement cristallisée. Dans ce cas, le taux de solide est déterminé en fonction de
la température (SFC=f(T)). Quelle que soit leur histoire thermique antérieure, deux tubes par
mélange de matiére grasse sont placés dans un bain thermostaté a 4 °C pendant 45 min. lls
sont introduits dans I'appareil RMN non thermostaté, pour une acquisition de 4 scans avec
un temps de recyclage de 2 secondes. La mesure est répétée trois fois par tube. Les tubes
sont ensuite placés dans des bains a 10 °C pendant 45 min avant une nouvelle mesure. La
mesure est effectuée par pas de 5 °C, 45 min par température, jusqu’a ce que la matiere

grasse ait complétement fondu et que le taux de solide soit nul.

Le taux de solide est également utilisé pour suivre la cinétique de cristallisation a partir d’un
mélange fondu (SFC=f(t)). La matiere grasse fondue, seule ou en mélange avec les
modaulateurs, est introduite dans le tube RMN. Le tube est placé a 80 °C pendant 10 minutes.
La fibre optique de température est installée dans le tube. L'appareil de RMN est
thermostaté a la température de cristallisation souhaitée et étalonné a cette méme

température. La mesure est déclenchée par l'introduction du tube dans I'appareil. Une
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mesure est constituée de 4 scans avec un temps de recyclage de 4 s, et 2 s séparent deux
acquisitions : ainsi les points de la cinétique sont espacés de 18 s. La mesure est interrompue

quand le taux de solide n’évolue plus.

La cinétique de cristallisation isotherme de la matiére grasse peut étre modélisée par
différents modeéles présentés dans le chapitre 1, au paragraphe 1.5.2. Ces modeles a
plusieurs parameétres, non linéaires, sont ajustés sur nos courbes au moyen de I'algorithme
de Levenberg-Marquart grace au logiciel TableCurve 2D (SYSTAT Software Inc.). Cet

algorithme itératif est basé sur la méthode des moindres carrés. La performance relative des

différents modeéles est évaluée au moyen du coefficient de régression ajusté rzadj :

SCE. (p—1)
SCM (p—q-1)

T gadj =1 (Eq 45)
oU SCE est la somme des carrés résiduels, SCM la somme des carrés a la moyenne, p le
nombre total de points expérimentaux et g le nombre de facteurs du modele (voir annexe
2). Le coefficient de régression ajusté a été préféré au coefficient de régression classique car
il tient compte du degré de liberté du modele. La valeur de rzadj est d’autant plus proche de

1 que l'ajustement d’un modele est performant.

2.2. Nanostructure : détermination de polymorphisme des corps gras par diffraction

des rayons X

Les cristaux sont constitués de plans d’atomes. Les distances entre ces plans étant du méme
ordre de grandeur que les longueurs d’onde des rayons X, les plans diffractent ces ondes. La
relation de Bragg régit ce phénomene :

2.d.sinf =n. 1 (Eq. 46)
ou d est la distance réticulaire qui sépare les plans, @ I'angle d’incidence et n I'ordre de la
diffraction. Deux ondes interferent de maniere constructive si la différence de distances
gu’elles parcourent est proportionnelle a un nombre entier n de fois leur longueur d’onde,
i.e. si elles restent en phase. Dans le cas de la diffraction par des plans d’atomes séparés par
une distance réticulaire d, cette différence de marche entre deux ondes dont I'angle

d’incidence est 6 est égale a 2.d. sin @ (Figure 52).
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Figure 52 : Diffraction des rayons X par des plans réticulaires : différence de marche

Les rayons X sont générés par une anode tournante de cuivre (MMO7, Rigaku) de puissance
1,2 kW et de longueur d’onde A = 1,54187 A. Uéchantillon est placé sur une boucle
centrée par rapport a la source et mobile suivant trois angles. Il est thermostaté par un flux
d’azote qui peut étre chaud ou froid (Cryostem, Oxford). Le détecteur est un écran courbe a

plaque placé a une distance D de I'échantillon (Figure 53).

Source RX Echantillon Détecteur

D

Figure 53 : Dispositif de diffraction des rayons X

L’échantillon est exposé pendant 10 min pendant lesquelles il tourne de 180°. Les rayons X
sont diffractés aux angles 26 correspondant aux distances entre les plans d’atomes des
cristaux. Une figure de diffraction de cercles concentriques est obtenue (Figure 54a). Aprés
soustraction de I'image de la boucle support, la distance des cercles au centre de I'image
ainsi que la distance échantillon / détecteur connue permettent d’accéder a la valeur de
I’angle de diffraction correspondant. En intégrant I'intensité sur tout le cercle de diffraction,
un signal a une dimension, uniqguement fonction de I'angle de diffraction, est obtenu. Il est

usuellement représenté en fonction du module du vecteur d’onde de diffusion qui est une

grandeur caractéristique de I'espace réciproque, g = 4%sin 6 (Figure 54b).
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Figure 54 : Figure de diffraction des rayons X aux grands angles (WAXS). a) En 2D su le récepteur, b) En 1D aprés
intégration

Pour suivre la cinétique de cristallisation, la boucle est initialement plongée dans la matiere
grasse fondue et maintenue a 60 °C pendant 10 min. Une acquisition a cette température
permet de s’assurer que le mélange est complétement fondu. Puis la température de
I’échantillon est ajustée a 25°C ou 5 °C. Chaque acquisition et lecture de plaque dure
10 min, temps qui sépare alors les points de la cinétique. Pour pouvoir comparer les essais
entre eux, chaque courbe de la cinétique est normée par I'aire de son signal fondu. Les pics
sont intégrés manuellement par la méthode des trapezes. lls sont attribués a des distances
réticulaires d et indexés pour déterminer la forme polymorphique des cristaux. Le montage
utilisé, bien qu’étant destiné a des mesures WAXS (Wide Angle X-Ray Scattering) permet
aussi d’accéder a des intensités pour des distances allant jusqu’a 24 A, donc d’obtenir aussi
des informations aux longues distances sur I'empilement longitudinal des chaines de

triglycérides.
2.3.  Microstructure : morphologie des cristaux par microscopie a lumiére polarisée

La microscopie a lumiére polarisée (MLP) permet d’étudier la microstructure de la matiere
grasse. Dans ce type de montage, deux filtres de polarisation orthogonaux sont positionnés
I'un entre la source de lumiere et la lame a observer (polariseur) et I'autre entre la lame et
I'oculaire (analyseur). La matiére grasse fondue est un liquide relativement isotrope, qui ne
polarise pas la lumiére, alors que les cristaux de matiére grasse sont anisotropes et

polarisent la lumiere. Ainsi, quand un systéme gras est placé entre un polariseur et un
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analyseur orthogonaux, les zones cristallines sont claires alors que la phase liquide reste

sombre.

Les matieres grasses et émulsions sont observées a I'aide d’un microscope Olympus BX53F
équipé d’une platine a effet Peltier (T95 PE 120, Linkam) permettant de contréler la
température d’observation. L’acquisition des images est réalisée au moyen d’une caméra

couleur 10,6 mégapixels (SC100, Olympus).

En ce qui concerne les mélanges de matiére grasse, ils sont fondus et agités. Puis une goutte
de liquide est déposée entre lame et lamelle préalablement chauffées a 80 °C. Les lames
sont ensuite placées a la température de cristallisation (4 ou 25 °C) pendant 4 ou 24 h avant
observation a cette méme température. Les images de microscopie ainsi obtenues font
I'objet d’un traitement quantitatif, pour déterminer le nombre et la taille des cristaux. Un
programme développé en interne sur Matlab (Mathworks) permet de réaliser ce traitement
de maniére semi-automatique. Les images originales subissent des corrections par des filtres
de lumiére et de binarisation. Les cristaux qui sont accolés sont d’abord individualisés,

manuellement, a I'écran. Le programme détecte ensuite automatiquement les contours des

cristaux et en calcule les aires (Figure 55a-c).
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Figure 55 : Traitement des images microscopiques obtenues a 25°C pour la MGLA en absence de modulateur. a) Image
originale, b) Apres application des filtres, c) Détection des contours et des aires

Les cristaux sont assimilés a des disques et un diametre équivalent est calculé. En répétant
cette opération sur un nombre suffisant d’'images acquises sur un méme mélange, il est

possible d’obtenir une distribution granulométrique des cristaux (Figure 56).
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Figure 56 : Distribution granulométrique des cristaux de MGLA a 25 °C

Le réseau de matiere grasse est connu pour étre fractal, i.e. ses éléments élémentaires se
répetent aux différentes échelles d’observation. Cela est une conséquence de la formation
du réseau par agrégation de particules solides aux différentes échelles. La dimension fractale
dsf peut étre déterminée par la méthode de comptage des boites sur des images de
microscopie a lumiere polarisée. Le principe est de découper I'image en boites carrées
réguliéres, et de compter le nombre de boite N, qui contiennent un morceau de cristal
(blanc) (Figure 57a). L'opération de comptage est réalisée pour différentes tailles de boite a.
Quand le systéme est fractal, il vient :

N, o< a~% (Eq. 47)

En tragant le logarithme du nombre de boite en fonction de celui de la taille des boites, il est

alors possible de déterminer la dimension fractale dy (Figure 57b).
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Figure 57: dimension fractale (d;) de la MGLA. a) méthode du comptage des boites b) détermination de d
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La dimension fractale est déterminée sur des images de microscopie des mélanges de
matiere grasse anhydre au moyen du logiciel Image J (Wayne Rasband University of Health)

version 1.51a et de sa fonction FractalBoxCount.

2.4. Méso-structure : rhéologie aux petites déformations

La rhéologie permet d’étudier la résistance des matieres cristallisées quand elles sont
soumises a une contrainte ou a une déformation. Contrainte et déformation sont liées. En
pratique, I'une est imposée, I'autre est mesurée. Dans notre cas, le matériau est soumis a
une déformation angulaire imposée, il résiste, et la contrainte est mesurée. Quand un
systeme parfaitement solide subit une petite déformation, ces deux grandeurs sont
proportionnelles et liées par le module de cisaillement, G :

T=GXy (Eq. 48)

Ce type de systeme est élastique : il conserve I'énergie transmise. A l'inverse, les systémes
parfaitement liquides dissipent I'énergie fournie sous forme de frottements visqueux. La
viscosité n lie la contrainte a la vitesse (gradient) de déformation :

T=MXY (Eq. 49)

Les matieres grasses cristallisées appartiennent a la catégorie intermédiaire des systemes
visco-élastiques. Soumises a une déformation, elles se déforment élastiquement mais
dissipent une partie de I’énergie en frottements. Pour évaluer ces propriétés visco-
élastiques, une déformation sinusoidale de faible amplitude y, et de pulsation w est
appliquée :

Y(t) = v, cos(wt) (Eq. 50)

La contrainte mesurée est de la méme forme, avec un déphasage 6 :

T(t) = 1o cos(wt + §) (Eq. 51)

Pour un systeme idéal purement élastique, ce déphasage est nul, car un solide élastique
répond instantanément a la contrainte. Si, au contraire, il est purement visqueux, la
contrainte est déphasée de 1/2. Pour un fluide visco-élastique, le déphasage est compris

entre ces deux valeurs (Figure 58).
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Figure 58 : Viscoélasticité en régime harmonique

Le module de cisaillement dans ce régime de déformation est alors défini de maniere
complexe :

t
G” =£=T—O(c056+isin6) (Eq. 52)
Y(@®) Yo

Les modules G’ et G"' respectivement module élastique et module visqueux sont définis

comme :
T
G' = Re (G") = 2cosé (Eq. 53)
Yo
T
G" = Im (G*) = —siné (Eq. 54)
Yo
G” (Eq. 55)
tan s = —
an =

Le module élastique G’ caractérise la partie solide, élastique et conservative du systéme. Le

module G” caractérise la partie liquide, visqueuse et dissipative du systeme.

Deux types de géométrie rotationnelle sont utilisés dans cette étude. Une cellule de Couette,

composée de deux cylindres coaxiaux, et une géométrie plan-plan. Dans la cellule de
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Couette, le cylindre extérieur est fixe et le cylindre intérieur est mobile. Dans le cas de la
géomeétrie plan-plan, le plan inférieur est fixe et le plan supérieur est mobile. Dans les deux
cas, on considére 0 I'angle de rotation, C le couple du moteur, R;le rayon de la géométrie
mobile, et e I'entrefer. Pour la cellule de Couette, R, est le rayon du cylindre extérieur et h
est la hauteur du cylindre intérieur. Pour la géométrie plan-plan, la déformation et la

contrainte ne sont pas uniformes et dépendent de r, le rayon considéré (Figure 59 a-b).

dubl
R4 r
— —
le
h
Ri>+ R,> C(bt) _2rC(t)
Tcouette(t) = R22 ) 4_1.[th Tplan—plan(r: t) - T[Rf
1 R%+R,? S r6(t)
Ycouette (t) = 1_0 : W ) e(t) yplan—plan( , )

Figure 59: Géométries du rhéomeétre, cisaillements et contraintes associés. a) Cellule de Couette, (b) GEométrie plan-plan

Les mélanges de matiéres grasses sont étudiés au moyen d’'un rhéometre Mars 3 Thermo
Fisher équipé d’'une géométrie a cellule de Couette striée (CCB/CC16 DIN S) de diameétre
interne de 15,7 mm, de diameétre externe 17 mm et de hauteur 23,6 mm. Les émulsions sont
étudiées au moyen de la géométrie plan-plan sablée (P60 Ti L) de diamétre 60 mm et avec
un entrefer de 1 mm. Les stries ou sablages de ces géométries ont pour but d’éviter les
glissements aux parois. Leur température est régulée par effet Peltier au niveau de la

géométrie fixe.

Pour de faibles amplitudes de déformation vy, le systeme est déformé sans étre déstructuré.
Dans cette zone de déformation linéaire, le module de cisaillement est constant quelle que
soit la déformation. Pour déterminer cette zone linéaire, il est nécessaire de réaliser un
balayage en amplitude de déformation a la température de travail. Ces balayages sont
réalisés a 5 °C et 25 °C, avec y, compris entre 10“et 10, a la fréquence de 1 Hz (pulsation de

21 ") (Figure 60a-b).
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Figure 60 : Balayage en amplitude de déformation a 5°C. a) MGLA, b) Emulsion de MGLA a 40 %

Pour rester dans la zone de déformation linéaire, I'amplitude de travail est fixée a 0,001 pour
les mélanges de matieres grasses anhydres et les émulsions (Figure 60a-b).

La cristallisation de la MGLA seule ou en présence de modulateur est étudiée en isotherme a
25 °C. La matiére grasse préalablement fondue est introduite dans la gé¢ométrie de Couette a
60 °C. Une rampe de température a -5 °C/min permet d’atteindre la température finale. La
cristallisation est suivie pendant 2 h sous une déformation de 0,001 a 1 Hz. La cristallisation
dynamique des mélanges est également étudiée entre 80 °C et 5 °C en rampe de -5 °C/min
dans les mémes conditions de déformation.

Pour les émulsions, le domaine de déformation linéaire est déterminé a 5 °C apres 48 h de

stockage a cette température.

2.5.  Profil thermique : Calorimétrie différentielle a balayage

La cristallisation et la fusion de la matiere grasse sont des changements d’état
respectivement exothermiques et endothermiques. La calorimétrie différentielle permet de
mesurer les flux de chaleur dégagés ou emmagasinés par la matiere pour changer d’état.

L'appareil utilisé est une DSC 8500 (Perkin Elmer) qui fonctionne en compensation de
puissance. Deux fours sont placés dans une méme enceinte tempérée. L'un contient
I’échantillon a étudier dans une capsule en aluminium, I'autre contient une méme capsule
vide, qui constitue la référence. La température de consigne des deux fours varie

simultanément. La température réelle de chacun des fours est mesurée. Pour que la
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différence de température entre les deux fours soit nulle, un générateur de puissance
compense les écarts. Il fournit de la puissance thermique a I'échantillon s’il subit une
transformation endothermique qui consomme de I'énergie, et fournit de la puissance a la
référence si I'échantillon subit une transformation exothermique. L'intégration de cette
puissance permet d’accéder a I'enthalpie du changement d’état se déroulant dans
I’échantillon. La fusion est un phénomene endothermique, elle se traduit
conventionnellement par un flux de chaleur positif, alors que la cristallisation et les
transitions polymorphiques exothermiques sont responsables d’un transfert thermique
représenté comme négatif. Les variations de puissance observées lors des changements de
température de I'échantillon permettent d’identifier les changements d’état et d’évaluer
I’enthalpie massique de changement d’état, AH, qui lui est associée.

L'appareil est refroidi a I'azote liquide, ce qui permet de travailler a des températures
négatives et sur des rampes de températures tres rapides. La température et I'enthalpie

mesurées sont calibrées au moyen de l'indium (Tf,s =156,6°C, AH = 28,45 1.g") et du
cyclohexane (Tr,s = 6,47 °C) a la vitesse de balayage étudiée (£5 °C/min). La ligne de base

est ajustée entre -20 °C et 110 °C.

Pour la matiére grasse anhydre, environ 10 mg sont placés dans des coupelles en aluminium
scellées. Les matieres grasses sont pesées fondues pour assurer un prélévement homogéne,
Dans le calorimetre, la température est d’abord portée a 80 °C pendant 10 min pour
s’assurer que I"échantillon est complétement fondu. Puis, un refroidissement a -5 °C/min
jusqu’a 4 °C est appliqué. L'échantillon est maintenu a cette température de cristallisation
pour un temps variable puis est réchauffé a une vitesse de +5 °C/min jusqu’a 80 °C. Ce
programme peut étre répété sur la méme capsule, dans la mesure ou la cristallisation et la

fusion de la matiére grasse anhydre ne dégradent pas I'échantillon.

Pour les émulsions, environ 10 uL sont placés dans des coupelles en aluminium scellées. Les
émulsions sont pesées a 4 °C dans une chambre froide pour éviter les risques de
condensation. Elles subissent une premiére étape de chauffage a la vitesse de +5 °C/min
jusqu’a 55 °C, sont maintenues 3 min a cette température, avant de subir le cycle de
cristallisation et fusion a -5 °C/min entre 55 °C et 4 °C. Chaque capsule d’émulsion n’est
analysée qu’une fois car les émulsions pourraient étre déstabilisées par les cycles

thermiques. Les répétitions sont réalisées sur des capsules séparées.
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Pour visualiser les résultats, le flux de chaleur est normé par la masse de I’échantillon et
représenté en fonction de la température. L'intégration de cette courbe permet d’accéder a

I’enthalpie massique de changement d’état (Figure 61).

™ Endo

AHfysion

N

5 15 25 35 45

Température (°C)

Figure 61 : Exemple de courbes de cristallisation et fusion de la MGLA obtenues en calorimétrie différentielle. Intégration
des enthalpies de changement d'état

3. Caractérisation des émulsions

3.1. Tailles des gouttes

Pour déterminer la distribution de tailles des gouttes des émulsions, un granulométre laser
Mastersizer 3000 (Malvern Instrument) est utilisé avec une cellule de dispersion Hydro MV.
L’appareil combine séquentiellement des mesures en lumiére rouge (A =633 nm), puis
bleue (A =470nm) pour mesurer toute la gamme de taille des particules. Les rayons
monochromatiques sont envoyés sur I'’émulsion diluée sous agitation est sont diffractés par
les gouttelettes. L'angle de diffraction dépend de la taille et de la forme des particules ainsi
qgue des propriétés optiques des gouttes et du dispersant. Les rayons diffractés sont
récupérés par un détecteur et comparés a des signaux de distributions de tailles théoriques,
prédits par la théorie de la diffusion de Mie (Figure 62). Par itération, I'appareil détermine la

distribution de tailles la plus probable. L'émulsion doit étre suffisamment diluée pour éviter
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la diffusion multiple et les gouttes doivent étre sphériques et non agrégées. Les indices de

réfractions des deux phases utilisées sont 1,4, = 1,33 et nyq14 = 1,46.

A 4

Source lumineuse Echantillon Détecteur
Figure 62 : Principe de la granulométrie laser

Les émulsions chaudes (60 °C) et froides (5 °C) sont étudiées aprés dilution au centieme dans
une solution aqueuse de dodecylsulfate de sodium (SDS) a sa concentration micellaire
critique (8 mmol.L") & température ambiante et & 60 °C. La solution de SDS permet de
séparer les agrégats lypo-protéiques pour déterminer la taille des gouttes unitaires. Une fois
chauffée, cette solution permet de faire fondre la matiére grasse cristallisée et ainsi de faire
relaxer la forme des gouttes et des amas de gouttes connectées par coalescence partielle.
L’émulsion diluée est introduite dans la cellule de dispersion remplie d’eau déionisée jusqu’a

ce que I'obscuration du laser atteigne 5 %. Chaque mesure est réalisée deux fois.

Le diamétre moyen des gouttes d’'une émulsion peut étre exprimé en volume D[4,3] ou en

surface D[3,2] :

YiN;-df

D[43] ==Lt L (Eq. 56)
iN; - d}
YiN; - d}

D[32] ==Lt ¢ (Eq. 57)
iN; - df

ol N; est le nombre et le volume des gouttes de diamétre d;. La polydispersité est définie
comme :
1%V |d — d;

= A7 (Eg. 58)

P

ou d est le diametre médian de la distribution de taille des gouttes. Plus cette valeur est
faible, plus la distribution de taille des gouttes de I'’émulsion est resserrée autour de sa

médiane.
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3.2.  Stabilité macroscopique : Turbiscan

La stabilité macroscopique des émulsions est évaluée a I'aide d’un appareil Turbiscan Tower
(Formulaction, Toulouse, France). Cet appareil utilise la diffusion multiple de la lumiere, de
sorte que les émulsions n‘ont pas a étre diluées pour I'analyse. Elles sont introduites dans
des tubes transparents de 60 mL. Un rayon lumineux monochromatique est envoyé sur le
tube et deux détecteurs mesurent I'intensité du signal transmis et du signal rétrodiffusé sur
toute la hauteur du tube. Les émulsions sont des systémes opaques : elles ne présentent pas
de signal en transmission. L'intensité du signal rétrodiffusé (BS) est fonction de la taille et la
concentration des gouttes rencontrées par le rayon lumineux (Figure 63). Si les gouttes sont
grosses et/ou concentrées, la longueur de pénétration du rayon lumineux dans I’échantillon
est faible et I'intensité du signal rétrodiffusé est importante (haut du tube sur le schéma). Si
au contraire, les gouttes sont fines et/ou peu concentrées, la longueur de pénétration est

plus et I'intensité du signal rétrodiffusé est faible (bas du tube dans I'exemple).

En suivant I’évolution de ce signal sur toute la hauteur du tube au cours du temps, il est
possible de mettre en évidence des phénoménes migratoires tels que crémage et la
sédimentation, ou la coalescence des gouttes. Par exemple, en cas de crémage, la
concentration des gouttes et donc I'intensité du signal de rétrodiffusion augmentent en haut

du tube, et la tendance opposée est observée au bas du tube.

Figure 63 : Intensité du rayon rétrodiffusé (BS) en fonction de la taille et de la concentration des gouttes de I'émulsion
(document technique Formulaction)

En pratique, 35 mL d’émulsion chaude sont introduits a la pipette dans le tube en verre.
L’appareil est thermostaté a la température d’étude (5 °C) et le tube est introduit dans le

Turbiscan. Six tubes peuvent étre étudiés simultanément.
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Cet appareil peut étre détourné de son usage conventionnel pour déterminer le temps
d’induction de la cristallisation de la matiere grasse laitiere en phase continue. La MGLA
fondue étant transparente, elle laisse passer le rayon incident a travers le tube pendant la
période d’induction. Quand les premiers cristaux de MGLA se forment, le systeme se trouble
et le signal de transmission diminue alors tres rapidement. La Figure 64 montre |’évolution
relative du signal rétrodiffusé (AT) au cours du temps de cristallisation. Le temps d’induction
est alors déterminé de deux manieres (Figure 64) :
- Soit a partir du temps pour lequel le signal en transmission diminue de 1 %

- Soit par intersection de la tangente avec I'origine.

t;,q tangente

0 1000 2000 3000 4000
Temps (s)

Figure 64 : Evolution du signal relatif de transmission mesure au Turbiscan sur un tube de MGLA en cours de
cristallisation. Détermination du temps d'induction de cristallisation de la MGLA en phase continue par la méthode des
tangentes (t;,ytangente) ou pour 1% de variation du signal transmis (t;,q1 %)

3.3. Etude des interfaces : Tensiométrie de surface

Les modulateurs ajoutés a la matiére grasse peuvent avoir des propriétés tensio-actives et
entrer en compétition avec les protéines pour occuper 'interface eau/huile. Ces propriétés
sont étudiées au moyen d’un tensiomeétre a goutte Tracker (Teclis). Une goutte de matiere
grasse est formée dans I’eau au moyen d’une seringue. Comme I’huile est moins dense que
I'eau, la goutte est montante. La poussée d’Archiméde tend a étirer la goutte dans la

direction verticale alors que la tension de surface tend a préserver la surface minimale.
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L’équilibre qui régit la forme de la goutte est décrit en tout point de sa surface par I'équation
de Laplace Young :

1 1 2y
Y (R_l + R_Z) = (Phuite — Phuite) 9% + R_O (Eq. 59)

ou Y est la tension de surface entre I’eau et I'huile, p la masse volumique, R; et R, les deux
rayons de courbure au point considéré, z son abscisse, et R, la courbure au sommet (apex)
de la goutte. Le logiciel détermine la valeur de y permettant le meilleur ajustement avec la
forme réelle de la goutte. Pour cela, le tensiometre est équipé d’'une caméra filmant la
goutte rétroéclairée (Figure 65). En maximisant le contraste entre la goutte et la phase
continue, le Tracker peut en déterminer le contour et de déterminer la valeur de la tension

de surface, en temps réel.

Figure 65 : Tensiométrie de surface : goutte montante de matiére grasse dans I'eau

En pratique, le systeme est thermostaté et des mesures de tension de surface sont réalisées
a 25 °C et 40 °C. Les modulateurs sont préalablement dissouts dans la matiére grasse a des
concentrations variables et la phase continue est constituée d’eau ultrapure ou de solutions
de caséinate a 0,33 %. Une fois la goutte formée, la tension de surface diminue avec
I’adsorption des molécules amphiphiles a I'interface. L'équilibre est atteint quand la tension
de surface ne varie plus. La cinétique d’adsorption des protéines est lente. Pour éviter les
variations de taille de la goutte sur de longs temps de mesure, son volume est maintenu

constant de maniére dynamique.
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4. Synthese des différents systémes étudiés et analyses réalisées

La cristallisation des mélanges de MGLA et de composés mineurs en phase continue a fait
I'objet d’analyses par différentes techniques, a différentes températures, répertoriées dans
le Tableau 12. Tous les modulateurs ont été étudiés par RMN a 25 °C. Pour les autres
conditions et méthodes, les analyses ont été réalisées sur une sélection de composés

mineurs.

Tableau 12 : Synthese des analyses réalisées sur les mélanges de MGLA et modulateurs en phase continue

RMN
25°C

5°C

DRX
25°C

5°C

Rhéologie
25°C 5°C

Microscopie
25°C 5°C

DSC
5°C

Turbidimétrie
25°C

2:0
3:0
4:0
5:0
6:0
2-et-6:0
7:0
8:0
9:0
10:0
12:0
14:0
16:0
18:0
18:1
18:2
20:0
AAA
PPP
SSS
5ane
gly
2-70l
6al
2-7one
etOac
etObut
6-déca

+

P R P P R R R R R R P R R R R RPRRRPRPRP R R RRRR R
+ + + +

1

O T S S S =Y

I = ==
I = =

P = O =

1: modulateur étudié a 1 % massique

+ : modulateur étudié a concentrations variables

m : modulateur étudié en mélange
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Les systemes émulsionnés ont fait I'objet de deux types d’analyse : la caractérisation des
émulsions, d’une part, et le suivi de la cristallisation avec et sans modulateur, d’autre part.

Les analyses réalisées sont synthétisées dans le Tableau 13.

Tableau 13 : Synthese des analyses réalisées sur les systemes de MGLA émulsionnés en présence ou non de modulateur,
pour différents types et conditions d’émulsification

Emulsification Granulométrie Microscopie  Turbiscan RMN DSC Rhéologie

0 bar X X X X X X
MGLA 50 bars X X X X
seule 500 bars X X X X X X
cellule de Couette X X X
VIEA 0 bar X X X X X X
50 bars X X X X X X

+18:1
500 bars X X X X X X
LA 0 bar X X X X X X
50 bars X X X X X X

+3:0
500 bars X X X X X X
0 bar X X X X X X
MGLA 50 bars X X X X X X
+16:0 500 bars X X X X X X
cellule de Couette X X X
MGLA 0 bar X X X X X X
+PPP 50 bars X X X X
500 bars X X X X

18:1: acide oléique
3:0: acide propionique
16:0 : acide palmitique
PPP : tripalmitine

5. Traitements statistiques

Les analyses ont généré un nombre conséquent de résultats quantitatifs. Pour avoir une
vision globale de I'effet des modulateurs sur le comportement physique de la MGLA et
établir des liens entre leur nature chimique et leurs effets sur la cristallisation, des analyses
factorielles multiples (AFM) et analyses en composantes principales (ACP) sont mises en
place. Elles permettent de représenter un jeu de données multiples dans un nombre limité
de dimensions. Dans notre étude, les modulateurs ou mélanges de modulateurs constituent
les individus (lignes) et les résultats des analyses constituent les variables (colonnes) d’une
grande matrice de résultats M. Réaliser 'ACP de ces résultats revient a diagonaliser la
matrice de variance-covariance de M, i.e. diagonaliser M* - M. Les vecteurs propres obtenus
constituent les nouvelles variables d’observation du systeme, combinaisons linéaires des
variables de départ et orthogonales entre elles. Les valeurs propres qui leur sont associées
sont égales a la variance expliquée par chacun de ces vecteurs. En ACP, on représente

généralement le plan constitué des deux vecteurs propres ayant les plus grandes valeurs
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propres, car leur contribution a la variance est dominante. Dans le cas de I'’AFM, des groupes
de variables sont constitués avant de réaliser I'analyse multivariée et ils sont pondérés par

leur premiere valeur propre.

Les analyses statistiques ont été réalisées sur le logiciel R version 3.1.2 et son package
FactoMineR. Comme les résultats ne sont pas exprimés dans les mémes unités en fonction

des analyses, la matrice des résultats est préalablement centrée et réduite.
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Chapitre 3

Effet des composés mineurs sur la cristallisation de la matiere

grasse laitiere en phase continue

La matiére grasse laitiere est composée a plus de 98 % de triglycérides. Les autres
constituants sont regroupés dans la catégorie des « composés mineurs ». Ce terme désigne
des composés naturellement présents dans la matiere grasse et des molécules ajoutées. Par
exemple, les procédés fromagers contribuent a complexifier davantage la composition de la
matiére grasse en générant des composés tels que des acides gras libres issus de la lipolyse.
De maniére générale, bien qu’ils soient minoritaires, ces composés peuvent avoir un effet

non négligeable sur la cristallisation de la matiéere grasse laitiere.

L'objectif de ce chapitre est d’analyser le comportement d’une trentaine de composés
mineurs afin d’identifier ceux qui sont susceptibles de moduler la cristallisation de la matiére
grasse laitieére. Cette cartographie permettra de sélectionner des modulateurs d’intérét qui
seront étudiés de maniére plus approfondie, seuls ou en mélange, a différentes
concentrations, lors de la cristallisation isotherme ou dynamique de la matiére grasse

laitiére.

1. Influence des composés mineurs sur la cinétique de cristallisation de la

matiére grasse laitiere anhydre a 25 °C

1.1. Choix des composés mineurs

Au cours de la transformation du lait, la lipolyse des triglycérides conduit a la formation de
diglycérides, monoglycérides, acides gras libres et glycérol, suivant la réaction d’hydrolyse

catalysée par les lipases.

L'effet du glycérol, de monoglycérides et de diglycérides sur la cristallisation de la matiere
grasse laitiere a déja été étudié (cf. chapitre 1). Mais, a notre connaissance, aucune étude
n’a porté sur l'influence des acides gras libres. Pourtant, ces molécules sont tres importantes

dans le domaine laitier. Dans la creme et le beurre, la lipolyse doit étre maitrisée, car elle est

103



Partie 1 : Cristallisation en phase continue

responsable de défauts aromatiques. A I'inverse, elle est souhaitée dans I'univers fromager.
Elle survient au cours de l'affinage des fromages et participe aux caractéristiques
organoleptiques des produits finis. On retrouve environ 1 % de matiére grasse lipolysée dans
'Emmental et jusqu’a 25 % de matiére grasse lipolysée dans le Bleu [1]. Les acides gras a
chaine courte, I'acide acétique (2:0), I'acide propionique (3:0) et I'acide butyrique (4:0), sont
également produits dans le fromage par fermentation. Dans le fromage, les acides gras libres
sont aussi des précurseurs de réactions cataboliques conduisant a la formation molécules

organiques volatiles comme des cétones, des lactones, des esters ou des alcanes [1,2].

Dans cette étude, les composés mineurs étudiés refletent les acides gras libres et les
molécules organiques issus des différentes réactions citées. Certaines molécules comme le
glycérol et des triglycérides homogénes exogenes seront aussi étudiées pour mieux
comprendre les mécanismes de cristallisation (Tableau 10, chapitre 2). Le choix de molécules
étudiées permet de discuter des effets de la nature chimique, de la longueur de la chaine
carbonée, du degré d’insaturation et du niveau d’estérification sur la cristallisation de la

MGLA.

Les composés mineurs peuvent étre déja présents dans la matiere grasse d’étude, qui sera
néanmoins étudiée sans purification préalable. Dans un premier temps, I’effet des composés
mineurs sera évalué par ajout fixe de 1 % massique dans la MGLA, le comportement a la
cristallisation du mélange étant comparé a la MGLA sans ajout. De plus, le méme lot de

MGLA sera utilisé tout au long de ce travail pour éviter les variations de composition.

1.2. Choix des conditions de cristallisation

L’étude bibliographique a mis en évidence I'importance de la surfusion sur I'action cinétique
des composés mineurs. A de faibles degrés de surfusion, la force motrice de la cristallisation
est peu importante et I'action des composés mineurs est favorisée. La limite supérieure du
domaine de fusion de la MGLA étudiée, établie par DSC, est de 35 °C. Dans cette premiére
partie, I'effet potentiel des modulateurs sur la cristallisation de la MGLA est étudié en
conditions statiques a 25 °C, soit avec 10 °C de surfusion. Le mélange MGLA et du
modulateur est préalablement fondu a 80 °C (soit 5 °C supérieurs a la température de fusion

de I'additif au plus haut point de fusion) avant cristallisation. La cristallisation isotherme est
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suivie par RMN bas champ, une méthode simple et rapide a mettre en ceuvre. Elle est donc

bien adaptée a une démarche de criblage.

1.3. Cinétique de cristallisation de la MGLA en isotherme a 25 °C

La Figure 66 présente la cinétique de cristallisation de la MGLA brute a 25 °C. A cette
température, le degré de surfusion est faible et la MGLA cristallise en une étape. L’évolution
du taux de solide au cours du temps décrit une sigmoide, avec un point d’inflexion et une
asymptote aux temps longs (taux de solide final). Partant de I'état fondu de la matiére
grasse, le taux de solide reste tres faible pendant une période de plus de 25 minutes appelée
temps d’induction. Puis, il augmente rapidement, jusqu’a atteindre un plateau proche de 10

% de matiére solide au bout de 4 heures.
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Figure 66 : Cristallisation isotherme de la MGLA a 25°C suivie par le taux de solide (SFC) déterminé par RMN bas champ
Le criblage des modulateurs permet de classer visuellement les composés mineurs ajoutés
en trois catégories : ceux qui n‘ont pas d’effet, ceux qui accélérent la cristallisation de la
MGLA, et ceux qui la retardent. La Figure 67 illustre ces trois comportements. L’ajout d’acide
oléique a 1 % retarde la cristallisation, en doublant le temps d’induction par rapport a celui
de la MGLA. La cristallisation est moins rapide mais le taux de solide final tend vers la méme
valeur. A 'inverse, I'ajout de tripalmitine a la méme concentration accélére la cristallisation

et augmente le taux de solide final (11,9 % vs 10,2 % pour la MGLA). Ces deux additifs sont
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donc des modulateurs de cristallisation. La triacétine n’a pas d’effet sur la cinétique de

cristallisation de la MGLA.
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Figure 67 : Cristallisation isotherme de la MGLA a 25 °C suivie par le taux de solide (SFC) déterminé par RMN avec et sans
composés mineurs ajoutés a 1 % massique (18:1 : acide oléique ; PPP : tripalmitine ; AAA : triacétine)

Le Tableau 14 synthétise I'impact des modulateurs additionnés a la MGLA a 1 % massique,
comparativement a la MGLA seule. A 25 °C, quel que soit le modulateur, la forme sigmoidale
de I’évolution du taux de solide est préservée. L'ensemble des courbes est présenté en
Annexe 3. En premiere approche, il apparait que les molécules dont le point de fusion est
supérieur a 25 °C accélérent la cristallisation de la MGLA. Les molécules a I'état liquide a
cette température retardent ce phénomene, sauf la triacétine, liquide, qui n’'impacte pas la

cristallisation de la MGLA.

Tableau 14 : Influence des modulateurs sur la cristallisation de la MGLA a 25 °C suivie par le taux de solide (SFC)
déterminé par RMN bas champ

Accélérateurs Inhibiteurs Sans effet
2:0 14:0
16:0 3:0 18:1 Triacétine
18:0 4:0 18:2
20:0 5:0 5ane
PPP 6:0 Gly
SSS 2-et-6:0 2-7o0l
7:0 6al
8:0 2-70ne
9:0 etOac
10:0 etObut
12:0 6-déca
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1.4. Modélisation des cinétiques de cristallisation isotherme

Afin de comparer les modulateurs et formuler les premieres hypotheses quant a leur
mécanisme d’action sur la cristallisation de la MGLA, les cinétiques de cristallisation ont été
modélisées a I'aide des modéles non-linéaires d’Avrami, Gompertz et Foubert (cf. Chapitre 1,
§ 1.5.2). Ces modeles sont ajustés a toutes les cinétiques du criblage, par I'algorithme de
Levenberg-Maquart. Les équations 16, 24 et 30 des modeles a une étape sont utilisées. La

Figure 68 illustre I'ajustement de ces trois modeles aux données de cristallisation de la MGLA

seule.
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Figure 68 : Ajustement des modéles d'Avrami, Gompertz et Foubert aux données expérimentales de cristallisation de la
MGLA a 25°C

Les paramétres obtenus avec les modeles d’Avrami, Gompertz et Foubert pour I'ensemble
des modulateurs et la performance des ajustements sont présentés respectivement dans le

Tableau 15, le Tableau 16 et le Tableau 17.

Tableau 15 : Paramétres et performances d'ajustement du modéle d'Avrami aux données expérimentales de la cinétique
de cristallisation isotherme de la MGLA a 25 °C, avec et sans ajout de composés mineursa 1 %

Avrami

a, ka Na 2 et

Modulateur %) (min”) 0 r? ajusté
MGLA 10,2 6,61.10° 2,85 0,984
MGLA 10,3 2,50.10° 3,05 0,992
2:0 9,0 2,24.10” 3,19 0,983
3:0 10,1 4,58.107 2,88 0,988
4:0 9,2 2,80.10” 3,15 0,982
5:0 9,3 7,59.10° 3,23 0,992
6:0 10,0 1,63.107 3,1 0,992
2et-6:0 9,6 4,92.10°® 3,34 0,992
7:0 9,3 2,47.10° 3,47 0,991
8:0 9,6 9,07.10° 3,21 0,992
9:0 9,3 5,79.10° 3,29 0,992
10:0 10,1 1,13.107 3,19 0,991
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Avrami

a, ka Na 2 e s
Modulateur %) (min™) 0 r? ajusté
12:0 9,3 2,36.10° 3,49 0,99
14:0 10,6 3,20.10° 2,79 0,991
16:0 10 3,75.107 3,88 0,987
18:0 10,2 1,26.10° 3,35 0,986
18:1 10,5 7,48.10° 3,36 0,992
18:2 9,7 8,39.10° 3,71 0,992
20:0 10,7 7,55.10° 2,95 0,982
AAA 10,3 4,17.10° 2,92 0,99
PPP 11,8 3,07.10° 3,16 0,989
SSS 11,5 1,80.10° 3,4 0,988
gly 9,4 6,72.10° 3,44 0,991
2-7one 9,3 5,05.10° 2,23 0,986
2-7o0l 9,3 4,08.10° 2,3 0,980
Sane 9,2 6,27.10° 2,2 0,977
EtOac 9,0 9,43.10° 2,09 0,977
EtObut 9,1 9,67.10° 2,09 0,975
delta deca 9,4 1,62.10° 2,41 0,984

a, : taux de solide final ; k, constante de vitesse ; n, : exposant d’Avrami

Tableau 16 : Paramétres et performances d’ajustement du modeéle de Gompertz aux données expérimentales de la
cinétique de cristallisation isotherme de la MGLA a 25 °C, avec et sans ajout de composés mineurs a 1 %

Gompertz

a W A R

Modulateur (%;) (%.min") (min) r? ajusté
MGLA 10,2 0,194 29,8 0,989
MGLA bis 10,3 0,200 34,0 0,997
2:0 9,1 0,100 61,2 0,989
3:0 10,2 0,082 75,4 0,995
4:0 9,3 0,103 60,2 0,989
5:0 9,8 0,077 80,0 0,993
6:0 10,1 0,088 76,6 0,998
2et-6:0 10 0,086 79,8 0,995
7:0 9,7 0,086 83,0 0,995
8:0 10 0,081 78,4 0,994
9:0 9,8 0,081 80,8 0,995
10:0 10,5 0,09 75,1 0,993
12:0 9,7 0,088 82,3 0,994
14:0 10,7 0,142 42,1 0,994
16:0 10 0,359 26,2 0,994
18:0 10,2 0,258 30,5 0,993
18:1 10,6 0,116 69,4 0,997
18:2 10,1 0,100 84,2 0,996
20:0 10,7 0,266 26,8 0,99
AAA 10,3 0,191 33,1 0,996
PPP 11,9 0,294 28,1 0,995
SSS 11,5 0,346 26,1 0,994
gly 9,7 0,112 64,5 0,995
2-70ne 9,3 0,118 30,4 0,990
2-70l 9,4 0,124 30,5 0,985
5ane 9,3 0,121 29,2 0,982
EtOac 9,0 0,104 27,5 0,981
EtObut 9,2 0,107 26,3 0,977
delta deca 9,5 0,106 37,6 0,988

a; : taux de solide final ; u : vitesse maximale de cristallisation ; A : temps d’induction

Tableau 17 : Paramétres et performances d'ajustement du modéle de Foubert aux données expérimentales de la
cinétique de cristallisation isotherme de la MGLA a 25 °C, avec et sans ajout de composés mineurs a 1 %

Foubert

ar KF Ng SFC(O) . ,

Modulateur %) (min™) ‘) %) r? ajusté
MGLA 10,3 3,51.10° 7,8 3,5.10° 0,991
MGLA bis 10,5 3,59.10° 8,2 5,5.10° 0,999
2:0 9,3 1,95.107 8,2 7,5.10° 0,991
3:0 10,2 1,46.10™ 10,9 3,6.10° 0,998
4:0 9,5 1,90.10™ 11,2 2,2.10° 0,991
5:0 9,9 1,77.10” 3,8 1,6.107 0,994
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6:0 10,3 1,58.107 8,8 2,7.10° 0,999
2et-6:0 10,2 1,73.10° 4,7 4,5.10° 0,995
7:0 10,1 1,67.107 5,3 1,9.10° 0,995
8:0 10,2 1,72.10” 4,2 1,2.10° 0,994
9:0 10,2 1,54.107 5,4 2,9.10° 0,995
10:0 10,6 2,06.10™ 3,4 2,3.10° 0,994
12:0 10,1 1,62.10” 6,1 6,8.10" 0,995
14:0 10,8 2,69.107 5,1 6,7.10° 0,995
16:0 10,1 6,45.10™ 11,0 9,3.10° 0,997
18:0 10,3 4,54.10” 12,2 3,0.10° 0,997
18:1 10,6 2,10.107 7,2 5,6.10° 0,998
18:2 10,4 1,90.102 5,3 6,6.10" 0,997
20:0 10,8 4,44.10” 13,8 3,2.10° 0,996
AAA 10,4 3,43.10™ 8,8 4,2.10° 0,998
PPP 11,9 4,56.107 9,5 5,9.10° 0,997
SSS 11,6 5,45.10™ 10,9 1,8.107 0,997
gly 10 2,13.107 6,3 4,1.10* 0,996
2-7one 9,4 2,35.107 7,9 2,3.10° 0,993
2-70l 9,5 2,33.10™ 10,5 2,9.10" 0,989
Sane 9,4 2,26.10™ 11,2 2,8.10" 0,987
EtOac 9,2 1,94.107 14,7 9,3.10° 0,987
EtObut 9,4 2,00.10™ 9,6 3,3.10° 0,982
delta deca 9,6 2,07.10™ 7,6 2,3.10” 0,991

ar : taux de solide final ; K constante de vitesse globale ; ny : ordre de la réaction inverse ; SFC(0) : taux de solide initial

Le modele d’Avrami permet un ajustement correct, avec un r? ajusté supérieur a 0,97 pour
tous les modulateurs. Le modeéle de Gompertz est plus performant avec des valeurs de r?
ajusté supérieures. Par ailleurs, I'analyse statistique montre que tous les paramétres de ces
deux modeles sont significatifs pour tous les modulateurs. Le modele de Foubert est le plus
performant des trois modéles en termes d’ajustement. En revanche, son quatrieme
paramétre SFC(0) n’est pas significatif, comme le montre le Tableau 18 relatif a la MGLA
seule. L’écart type de SFC(0) est deux fois plus important que la valeur elle-méme. Il a été
montré par des simulations numériques que ce parametre n’impacte que le temps
d’induction [3]. Or, le temps d’induction est également influencé par les valeurs de K et ng

[3]. Le paramétre SFC(0) ne sera donc pas pris en compte pour comparer les modulateurs.

Tableau 18 : Statistiques des paramétres du modéle de Foubert

. Valeur z t-value Intervalle de confiance 95%
Parametre Ny Ecart type , .
estimée (valeur / écart type) borne inf borne sup
a 10,289139 0,033108 310,776105 10,223738 10,354540
K 0,035070 0,001383 25,360411 0,032339 0,037802
n 7,777111 1,645707 4,725697 4,526203 11,028018
SFC(0) 0,000346 0,000655 0,528211 -0,000948 0,001640

Parmi les molécules identifiées comme des inhibiteurs, le glycérol, les acides gras a chaine
courte et moyenne (< 12 carbones) et les acides gras insaturés (18:1 et 18:2) diminuent
significativement la constante de vitesse d’Avrami k4, la vitesse maximale de Gompertz u et
la constante de vitesse globale de Foubert ky . lls augmentent considérablement le temps
d’induction A. Globalement, les acides gras a chaine courte et le glycérol diminuent aussi

légeérement le taux de solide final a, alors que les acides gras insaturés ne modifient pas
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cette valeur. Les autres inhibiteurs identifiés précédemment (Tableau 14) n’ont pas les
mémes conséquences sur les parameétres cinétiques. Les molécules organiques volatiles,
comme le 2-heptanol, la 2-heptanone ou I'acétate d’éthyle diminuent le taux de solide final
et la vitesse de cristallisation de Gompertz 4, mais alterent peu le temps d’induction A.
Contrairement aux acides gras libres, ils augmentent la constante de vitesse d’Avrami k, et
diminuent significativement I’exposant n4. Les accélérateurs de cristallisation augmentent la
vitesse de cristallisation de Gompertz A et la constante de réaction de Foubert Kg. lls
augmentent aussi I'exposant d’Avrami n, et I'ordre de la réaction inverse de Foubert ng. Ils
diminuent le temps d’induction. De plus, les triglycérides PPP et SSS augmentent le taux de
solide final.

Ces données quantitatives permettent de comparer objectivement les modulateurs. Mais il
est difficile de comparer simultanément tous les modulateurs suivant tous les parameétres
des modeéles. Une analyse statistique multivariée peut aider a l'interprétation globale de ces

résultats.
1.5. Analyse multivariée

Pour réaliser une cartographie cinétique des modulateurs de cristallisation, une analyse
factorielle multiple (AFM) est réalisée sur les parameétres de ces trois modeles, a |'exception
du SFC(0) du modeéle de Foubert. En prenant comme groupes de variables distincts les trois
modeles cinétiques, cette méthode permet de comparer les modéles en leur attribuant des
inerties équivalentes. La représentation d’'un modulateur sur la carte factorielle est alors

placée au barycentre de ses représentations pour chacun des trois modeéles (Figure 69).

Le premier plan de I'AFM, en Figure 69, représente plus de 82% de la variance globale. La
représentation a deux dimensions des variables (parameétres cinétiques) et des individus
(modulateurs) résume bien ce qu’il se passe dans un espace a 9 dimensions constitué de

tous les parameétres.

Le cercle des corrélations (Figure 69A) permet de comparer les parametres des différents
groupes. L’'ensemble des variables cinétiques prises en compte étant proches du cercle de
I'unité, elles sont bien représentées dans ce plan 1-2. Les facteurs cinétiques a des trois
modeles étant proches, les modéles sont consensuels quant a la détermination du taux de

solide final. De plus, la constante de vitesse de Foubert ki est trés corrélée a la vitesse
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maximale de Gompertz u, mais ces deux parametres ne sont pas corrélés a la constante de
vitesse d’Avrami k,, les vecteurs qui les représentent dans ce plan étant orthogonaux. A
I'inverse, 'exposant d’Avrami n, et sa constante de vitesse k4 sont anti-corrélés : quand l'un
augmente, 'autre diminue. Il est possible qu’une croissance des cristaux selon plusieurs
dimensions diminue la vitesse de croissance sur chacune des faces du cristal. Le paramétre np
de Foubert est tres anti-corrélé au temps d’induction de Gompertz. Cela suggere que plus
I'ordre de la réaction inverse (la fusion) est élevé, plus la cristallisation commence to6t,

conformément aux simulations mathématiques des auteurs du modele [3].

L'intérét de conserver les trois modeles cinétique pour le criblage peut étre discutable. Il
aurait été possible de se limiter au modéle de Gompertz qui est simple, converge bien,
procure de bonnes performances d’ajustement et donne accés a des parametres intuitifs
pour l'interprétation des courbes. Mais les deux autres modeles permettent d’apporter des
arguments mécanistiques supplémentaires pour comprendre |'action des modulateurs. Par
exemple, le parameétre n, d’Avrami informe sur les mécanismes de cristallisation et n’est pas

corrélé avec les variations de temps d’induction ou de vitesse maximales de Gompertz.

L'étude de la dispersion des modulateurs sur la cartographie cinétique permet de les
visualiser simultanément (Figure 69B). L’axe 1, horizontal, représente 49 % de la variance. La
répartition des modulateurs suivant cet axe est en accord avec le classement qualitatif des
modulateurs : a gauche de la MGLA se trouvent les molécules qui inhibent la cristallisation et
a droite celles qui I'accélerent. La triacétine, sans effet, est tres proche du témoin. Les
variables qui contribuent principalement a cet axe sont le taux de solide final, la vitesse

maximale de cristallisation u et la constante kr de Foubert.

Les inhibiteurs de cristallisation semblent agir selon deux modes différents, répartis sur le
second axe de I’AFM qui représente 34 % de la variance. Cet axe est principalement expliqué
par les facteurs ny, ng, k, et A. Les acides gras libres a chaines courtes ou insaturées sont
localisés au bas de la carte, alors que les molécules organiques volatiles se situent dans la
partie supérieure. A nombre égal de carbones, les acides gras libres augmentent
considérablement le temps d’induction, alors que les esters, cétones, lactones, alcanes et
alcools ne I'impactent pas. La fonction acide (et par conséquent la polarité de la molécule)
semble donc jouer un réle important dans le mécanisme d’inhibition de la cristallisation de la
MGLA.
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Figure 69 : Premier plan de I'analyse factorielle multiple réalisée sur les paramétres cinétiques des modeles d'Avrami,
Gompertz et Foubert. A.Corrélation des variables (paramétres cinétiques) B. Cartes des individus (modulateurs)
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En conclusion, cette cartographie permet de différentier les modulateurs de cristallisation de

la MGLA selon leur mode d’action :

Les triglycérides a chaines saturées accélerent la cristallisation et augmentent le taux
de solide final.

Les acides gras libres a longue chaine saturée (> 16 carbones) accélerent la
cristallisation sans modifier le taux de solide final.

Les inhibiteurs agissent cinétiquement de deux manieres distinctes : les acides gras
libres a chaine courte ou insaturée ont un effet retard. Les petites molécules moins
polaires, sans fonction acide, ralentissent aussi la cristallisation, mais sans allonger le

temps d’induction.

A partir de ce criblage, nous avons sélectionné plusieurs modulateurs pour étudier de

maniere plus approfondie leur influence sur les mécanismes de cristallisation de la MGLA.

Les molécules choisies pour la suite de cette étude sont :

Les acides gras libres a longueur de chaines et degré d’insaturation variables ;

Les triglycérides PPP (tripalmitine) et SSS (tristéarine) pour évaluer l'impact de
I’estérification ;

Le butanoate d’éthyle, représentant des autres petites molécules organiques moins
polaires, pour appréhender le réle de la fonction acide carboxylique des acides gras

libres.

Impact des composés mineurs sur la structure de la matiére grasse

laitiere a 25 °C

Les acides gras libres et les triglycérides exogenes modulent la cinétique de cristallisation de

la matiére grasse laitiére. L'objectif de ce chapitre est de caractériser la structure de la

matiére grasse laitiere afin d’émettre des hypothéses sur leurs mécanismes d’action. La

structure cristalline de la MGLA avec et sans modulateur est étudiée a différentes échelles :

la nanostructure, avec I'étude des distances réticulaires par diffraction des rayons X, la

microstructure, par microscopie a lumiére polarisée, et la macrostructure par rhéologie.
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2.1. Etude de la nanostructure de la MGLA en présence ou non de modulateurs

La cinétique de cristallisation a 25 °C de la matiere grasse préalablement fondue a 80 °C est
suivie par diffraction des rayons X. La mesure est appliquée a la MGLA seule ainsi qu’en
présence des modulateurs suivants ajoutés a 1% massique : l'acide palmitique, la

tripalmitine et I'acide butyrique.
2.1.1. Cristallisation isotherme de la MGLA a 25 °C

La Figure 70 présente |'évolution des diffractogrammes obtenus au cours de la cristallisation
de la MGLA seule a 25 °C. Au départ, la matiére grasse est compléetement fondue. La courbe
présente deux larges raies centrées en d= 4,5 A (q=1,4 A™) et d= 22 A (q=0,28 A™). Ces pics
sont attribués a une organisation smectique caractéristique de I'état liquide [4]. Au fur et a
mesure que la matiere grasse cristallise, des pics plus fins apparaissent et leur intensité croit

au cours du temps.

Figure 70 : Cristallisation isotherme de la MGLA a 25 °C suivie par diffraction des rayons X

Pour caractériser I'organisation spatiale des chaines d’acides gras des triglycérides a 25 °C, il

est nécessaire d’indexer les pics de cristallisation, ie. d’attribuer a chaque distance
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réticulaire la sous-cellule cristalline qui lui correspond. A cet effet, les domaines des courtes
distances réticulaires (WAXS) sont étudiés séparément et les pics sont attribués a I'aide des

données de la littérature [5-9].

La Figure 71 présente la position et |'évolution des pics formés au cours du temps en WAXS.
Les pics d = 3,84 A et d = 4,27 A sont attribuables a la forme polymorphique B’. L’épaulement
a d=4,12 A peut étre associé a des traces de la forme a. Dans la littérature [8], le pic a
4,38 A est attribué a une forme polymorphique B’,. On note que ce pic est habituellement
associé a un second pic a 3,78 A qui n’est pas visible ici. La Figure 71 montre également que
le large pic centré sur d = 4,5 A (q = 1,4 A™), caractéristique de la phase liquide, diminue au
cours du temps. On retiendra qu’a 25 °C, la forme B’ se forme directement depuis la matiére

grasse fondue.
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Figure 71 : Evolution des pics de diffraction au cours de la cristallisation isotherme de la MGLA a 25 °C aux courtes
distances réticulaires (WAXS)

Pour caractériser I'organisation spatiale des molécules de triglycérides a 25 °C, il convient
d’analyser les domaines des longues distances réticulaires mesurés par SAXS. Tout comme

précédemment, les pics sont attribués a I'aide des données de la littérature [5-9]. Aux petits
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angles de diffraction, trois pics correspondant aux grandes distances réticulaires, d = 20,8 A,

d = 13,8 Aetd=11,48 A apparaissent et s’intensifient au cours du temps (Figure 72).
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Figure 72 : Evolution des pics de diffraction au cours de la cristallisation de la MGLA & 25 °C aux longues distances
réticulaires

L'appareil utilisé étant configuré pour des mesures en WAXS, il ne permet pas d’observer les
distances supérieures 3 30 A (q < 0,20 A) car I'écran de détection est proche de
I’échantillon et la piece de métal qui le protege des rayons X non diffractés masque les
signaux correspondant aux faibles angles de diffraction. Il n’est donc pas possible d’observer
la raie élémentaire (indice de Miller [=1) qui correspondrait a la distance d’empilement
longitudinal des triglycérides. En revanche, il est possible de déterminer cette valeur grace
aux pics observés, qui coincident avec les ordres de diffraction supérieurs : dgo; = 20,8 A,
doos= 13,8 A et dgos=11,48 A. La Figure 73 permet d’extrapoler la valeur q pour obtenir
Qoo1 = 0,143 A et donc d’accéder a dogi= 43,8 A. Cette valeur est proche de celle de la MGLA
cristallisée entre 20 et 25 °C reportée dans la littérature pour une forme 2L : 41,5 A [10] et

43 A [5].
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Figure 73 : Evolution de la distance réciproque pour la MGLA cristallisée a 25 °C en fonction de I'indice de Miller |

La cinétique de la cristallisation de la MGLA peut étre suivie a partir de I'aire des différents
pics. Les pics les mieux définis en WAXS et en SAXS sont choisis pour suivre leur évolution au
cours du temps de cristallisation. L’aire des pics B’ a 3,84 A et 2Lggs a 13,8 A est représentée
en Figure 74. Les deux pics croissent simultanément, et on retrouve le profil de cristallisation

observé par RMN a 25 °C, i.e. la forme d’une sigmoide.
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Figure 74 : Evolution de I'aire du pic de la forme polymorphique B’ (d = 3,84 A) et 2L (d = 13,8 A) au cours du temps de
cristallisation isotherme de la MGLA a 25°C
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En conclusion, la phase solide qui se forme dans la matiére grasse laitiere a 25 °C est
constituée de cristaux de forme polymorphique majoritaire B’ avec un empilement
longitudinal des triglycérides de type 2L, avec les distances réticulaires indiquées sur la

Figure 75.

43,8 A 2L

B"O,

Figure 75 : Empilement longitudinal et latéral des triglycérides de la MGLA cristallisée a 25 °C

2.1.2. Cristallisation isotherme de la MGLA a 25 °C en présence de modulateurs

La cristallisation de la matiere grasse laitiére a été étudiée en présence de trois modulateurs
ajoutés chacun a 1 % massique : I'acide butyrique, I'acide palmitique et la tripalmitine. Le
dispositif de diffraction des rayons X utilisé ne permet pas de controler la masse initiale de
matiére grasse liquide disposée dans la boucle de mesure. Pour pouvoir comparer les
différents diffractogrammes, il est donc nécessaire de les normaliser par 'aire du signal a
t=0 min, ol la matiére grasse est complétement fondue. Les courbes normalisées sont

présentées en Annexe 4.

Les courbes obtenues aprés 100 minutes sont représentatives du processus de cristallisation
car tous les pics formés sont présents. La Figure 76 présente les courbes normées pour la
MGLA seule et en présence des modulateurs. Tous les pics observés dans le cas de la MGLA
seule se retrouvent dans les diffractogrammes obtenus en présence des modulateurs de
cristallisation. La forme polymorphique B’ est observée en WAXS pour tous les modulateurs,
avec ses deux pics caractéristiques a 3,84 A et 4,27 A et un épaulement représentant
possiblement des traces de la forme o a 4,11 A. La forme 2L est aussi observée aux petits

angles. Notons que le pic en SAXS a 38,41 A (0,16 A™) apparaissant pour la tripalmitine et

118



Partie 1 : Cristallisation en phase continue

I'acide butyrique n’est pas considéré comme une nouvelle distance réticulaire. Nous
pensons qu’il s’agit plutét d’une partie du pic 2Ly qui apparait ou non en fonction des

échantillons, du fait de sa proximité avec la zone masquée par le cache métallique.
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Figure 76 : Position des pics de diffraction des rayons X de la MGLA avec et sans modulateurs aprés 100 min de
cristallisation isotherme a 25 °C (4:0 : acide butyrique ; 16:0 : acide palmitique ; PPP : tripalmitine). Les pics reportés
correspondent a ceux précédemment indexés sur la MGLA seule
En présence de modulateurs, les mémes pics que pour la MGLA brute sont obtenus et seule
leur intensité change. L’évolution des pics de diffraction 2Lgs @ 13,8 A et B’ a 3,84 A au cours
du temps se fait aussi de maniére sigmoidale en présence de modulateurs (Figure 77).
Comme cela a été observé en RMN, 'addition d’acide butyrique ralentit la formation des
cristaux et diminue la cristallinité finale. Contrairement au suivi cinétique par RMN, cette

méthode n’indique pas une accélération franche en présence d’acide palmitique ou de

tripalmitine.
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Figure 77 : Cinétique de cristallisation a 25 °C de la MGLA avec et sans modulateurs, aux grandes et petites distances
(4:0 : acide butyrique ; 16:0 : acide palmitique ; PPP : tripalmitine)

En conclusion, la diffraction des rayons X a permis de caractériser la nanostructure de la
MGLA lors de sa cristallisation isotherme a 25 °C. La cinétique de cristallisation montre qu’il
ne se produit pas de transition polymorphique a cette température : la matiere grasse
cristallise directement sous la forme B’-2L, stable a partir de I'état liquide, dans l'intervalle
de temps étudié. L'ajout des modulateurs de cristallisation a 1 % ne modifie pas la
structuration des triglycérides de la MGLA. A cette concentration, la structure cristalline de
la matiere grasse laitiere parvient a intégrer des molécules exogenes sans changer son

organisation moléculaire.

Cette méthode est efficace pour identifier les empilements transversaux formés en cours de
cristallisation, en WAXS. Elle permet méme d’obtenir des informations sur I'empilement
longitudinal des triglycérides. Mais dans la configuration adoptée, elle n’est pas la meilleure
méthode pour mener un suivi cinétique. Les temps d’exposition assez longs requis pour la

détection espacent les points de la cinétique.

2.2. Etude de la microstructure de la MGLA en présence ou non de modulateurs

La microstructure constitue I'organisation de la matiére grasse a I'échelle du micrometre.
Elle est étudiée par microscopie a lumiére polarisée. Cette technique est utilisée sur un plus
large groupe de modulateurs (3:0, 4:0, 6:0, 8:0, 10:0, 12:0, 14:0, 16:0, 18:0, 20:0, 18:1, PPP,

SSS, EtObut). Les observations sont réalisées aprés 4 h de cristallisation isotherme a 25°C.
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L’observation de la MGLA sans modulateur est présentée en Figure 78. A 25 °C, elle
cristallise sous forme de gros cristaux concentriques appelés sphérulites. Une sphérulite est

un agrégat de cristaux en aiguilles a structure rayonnante, rappelant la forme d'une fleur.

Bk

: o o sl Y 2 g W '
Figure 78 : MGLA observée en microscopie optique a lumiére polarisée apres 4 h de cristallisation isotherme a 25 °C

L'ajout de modulateurs modifie la microstructure de la MGLA cristallisée a 25 °C. Les
observations microscopiques les plus représentatives sont reportées Figure 79, les autres
étant consultables en Annexe 5. Pour quantifier objectivement I'effet des modulateurs, la
taille et le nombre des cristaux sont déterminés de maniére semi-automatique a l'aide d’un
logiciel interne développé pour ce projet. Les histogrammes de distribution des tailles de
cristaux peuvent alors étre comparés d’un modulateur a l'autre ou par rapport au témoin
(Figure 80). La distribution granulométrique des cristaux de la MGLA seule est centrée
autour de 50 pum. Comme le montrent les clichés de la Figure 79, I’ajout d’acide propionique
décale la distribution des cristaux vers des tailles plus élevées (66,4 um) et le nombre de
cristaux par unité de surface devient plus faible. A I'inverse, en présence de tristéarine, les
cristaux formés sont beaucoup plus fins et leur distribution granulométrique est plus
resserrée. L'ensemble des résultats obtenus pour I'ensemble des modulateurs est synthétisé
dans le Tableau 19. Les modulateurs de cristallisation ont un effet important sur la taille, le

nombre, et la forme des cristaux.
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Figure 79 : Observations en microscopie a lumiére polarisée de la MGLA cristallisée seule et en présence de modulateurs
(1 %) a 25 °C (3:0 : acide propionique ; 18:0 : acide stéarique ; 18 :1 : acide oléique ; PPP : tripalmitine ; EtObut : butanoate
d’ethyle)
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Figure 80 : Diagramme de distribution de taille des cristaux de MGLA formés a 25 °C seule ou en présence de tristéarine
(SSS) ou d’acide propionique (3:0) a 1 %

Tableau 19 : Taille et nombre des cristaux de MGLA formés a 25 °C en présence ou non de modulateurs (1 %)

Diamétre moyen Nombre de
Modulateur - .
équivalent (um) cristaux par mm?
MGLA 50,5 224
3:0 66,4 99
4:0 58,0 82
6:0 61,7 97
8:0 78,8 73
10:0 79,0 90
12:0 99,4 70
14:0 43,5 272
16:0 12,3 1325
18:0 14,2 1186
20:0 12,5 1397
18:1 81,5 61
PPP 13,5 1095
SSS 15,6 790
EtObut 26,2 514

Il est possible de classer I'impact des modulateurs sur la microstructure de la MGLA selon
trois catégories :

- une augmentation de la taille des cristaux s’"accompagnant d’une diminution de leur
nombre avec conservation de la forme sphérulitique. C’est le cas des acides gras
libres a chaines courtes et moyennes et de I'acide oléique.

- Une diminution de la taille des sphérulites s’"accompagnant d’'une augmentation de
leur nombre comme avec la tripalmitine ou le butanoate d’éthyle.

- Une diminution de la taille des cristaux avec perte de leur individualité et création
d’un réseau cristallin continu. Ce mode est observé avec les acides gras a longue

chaine saturée. Dans ce cas, I'outil de mesure des tailles montre ses limites. Sans
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pouvoir déterminer clairement les contours des cristaux, ils sont considérés par

groupe. Leur taille est surestimée et leur nombre est sous-estimé.

La microstructure fournit de précieuses informations pour la compréhension des
mécanismes d’action des modulateurs de cristallisation. Nous avons vu que d’un point de
vue cinétique, les acides gras libres a chaine courte ou insaturée augmentent le temps
d’induction, lié a la vitesse de nucléation. La microscopie optique montre qu’ils conduisent a
de gros cristaux, peu nombreux, ce qui indique que la croissance s’effectue a partir d’un
nombre limité de cristaux. Il est également intéressant d’observer que I'empilement des
sphérulites en présence de ces inhibiteurs est moins compact que dans la MGLA seule. C’'est
notamment le cas pour |'acide oléique : les sphérulites sont facilement discernables et un
film plat épais de liquide semble les séparer. Cela suggere que ces acides gras libres inhibent
également la nucléation secondaire, au cours de laquelle un nouveau cristal se forme a la

surface d’un cristal préexistant.

Au contraire, les petites molécules organiques non acides telles que le butanoate d’éthyle ne
modifient pas ou peu le temps d’induction. Elles conduisent a des cristaux plus petits et plus
nombreux. Leur action inhibitrice s’exercerait plut6ét lors de la croissance des cristaux. La
principale différence de structure entre ces deux types de molécules réside dans la présence
de la fonction acide carboxylique terminale des acides gras libres. Cette fonction a donc une

importance capitale dans le mécanisme d’action des acides gras a chaine courte.

Les acides gras libres a chaine longue saturée sont des accélérateurs de cristallisation. Ils
conduisent a des cristaux encore plus petits que ceux observés pour |'ajout de triglycérides
saturés (PPP et SSS), suggérant que la nucléation est rapide. On peut supposer que leur téte
polaire a un impact sur la cristallisation. Elle leur permettrait de s’auto-assembler en micelles
inverses dans la matiére grasse fondue. En raison de I'empilement des chaines aliphatiques
orientées vers I'huile, les micelles constitueraient des centres de nucléation des cristaux. Le
nombre de cristaux observé suggere que les acides gras seraient moins solubles dans la
matiére grasse que les triglycérides de méme longueur. De plus, quand ils contribuent a la
croissance des cristaux, les acides gras peuvent induire des défauts dans la maille, créant des
lacunes en occupant la place des triglycérides. La génération de défauts inhiberait la

croissance des cristaux, ce qui justifierait la disparition des sphérulites. Les molécules de PPP
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et SSS s’intercaleraient mieux dans les cristaux de triglycérides de la MGLA, ce qui

permettrait de préserver la croissance en forme de sphérulites.

La microscopie confirme donc l'importance de la téte polaire des acides gras dans leur
maniére d’impacter la cristallisation, comme le laissait pressentir I’analyse multivariée sur les
données cinétiques de RMN. La fonction carboxylique est déterminante, que ce soit pour les
accélérateurs ou les inhibiteurs. Dans les deux cas, elle influence fortement la nucléation, ce

qui différencie les acides gras libres des autres modulateurs de cristallisation étudiés.

Bien que les modulateurs n’aient pas d’impact sur la nanostructure de la MGLA, ils modifient
considérablement la microstructure de la matiere grasse laitiére. Ceci n’est pas paradoxal car
il n"existe pas de lien direct entre la nano et la microstructure, dans la mesure ou deux

microstructures tres différentes peuvent présenter une nanostructure identique.

2.3. Etude de la nucléation de la MGLA seule ou en présence de modulateurs

La modification du temps d’induction de la cristallisation observé par RMN (§ 1.4) et de la
microstructure observée par microscopie a lumiére polarisée (§2.2) suggérent que les acides
gras libres perturbent la cristallisation en agissant sur I’étape de nucléation. Pour confirmer
cette hypothése, il est possible d’évaluer I'énergie d’activation associée a la nucléation de la
matiére grasse laitiere seule ou en présence de modulateurs a partir du temps d’induction,

par I'équation de Fisher-Turnbull [11] (Chapitre 1 eq. 12, 14, 15).

R ) 16my3. ;3. TF 1 (€q. 12)
g.

h
In(xT) = In (Nk3> + (—ocAS 3kgAH?  T(T; —T)?
A partir des temps d’induction T déterminés a différentes températures, il est possible de
tracer la représentation de In(tT) (noté Y) en fonction de 1/T(AT)? (noté X). La régression
linéaire de Y=f(X) permet de déterminer la pente m et de calculer I'énergie d’activation

apparente de nucléation pour toutes les températures :

kg

_ 16my3. V. T} :
"= (Tf —T)?

(Eq.14) AGY =
3ksAH? "

(Eq.15)

Il convient de préciser que cette approche a été établie pour des systéemes avec un point de
fusion unique, ce qui correspond a un seul triglycéride, ou un groupe de triglycérides avec
une gamme de fusion étroite [12]. La MGLA présente au contraire une large plage de fusion.

Malgré cette restriction, plusieurs auteurs utilisent quand méme ce modele pour la matiére
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grasse laitiere [13-16]. Nous avons donc aussi choisi de calculer I'énergie d’activation
associée a la nucléation de la MGLA, méme si les résultats doivent étre considérés avec

précaution.

Dans cette approche, nous utilisons la turbidité évaluée au Turbiscan pour déterminer les
temps d’induction des premiers germes cristallins. Cette méthode optique est plus adaptée
que le suivi du taux de solide par RMN [17]. En effet, la RMN détectant une quantité de
solide formé, elle n’a une précision que de 'ordre de 1 %. Ainsi, la valeur du taux de solide
reste proche de zéro alors que le liquide se trouble du fait de I'apparition des premiers
cristaux. Les temps d’induction, déterminés par la méthode de la tangente, sont mesurés
pour la MGLA seule et en mélange avec quatre modulateurs: la tripalmitine, I'acide
palmitique, I'acide butyrique et le butanoate d’éthyle, a six températures de cristallisation

autour de 25 °C, i.e. comprises entre 23 °C et 28 °C.

Dans le Tableau 20, nous reportons les temps d’induction et les valeurs de X et Y pour la
MGLA aux différentes températures explorées. La régression linéaire de la courbe Y=f(X)
pour la MGLA est présentée sur la Figure 81. La non-linéarité de cette fonction confirme que
I'application de ce modele dans notre cas présente des limites. L'énergie d’activation
apparente est néanmoins calculée et présentée dans le Tableau 20. Les valeurs déterminées
sont proches de celles de la littérature. A 25 °C, nous obtenons une énergie d’activation
apparente de 1,3 kJ/mol. Herrera et al. obtiennent des énergies variant de 1 a 1,9 kJ pour
des températures comprises entre 25 °C et 28 °C [15]. Wright et al. mesurent une énergie un
peu supérieure, avec des valeurs entre 1,7 et 5,2 kJ/mol pour des températures comprises

entre 22,5 °Cet 27,5 °C[13].

Les résultats numériques obtenus pour les modulateurs sont reportés Annexe 6. La
représentation graphique de I’énergie d’activation apparente en fonction de la température

de cristallisation pour tous les modulateurs est présentée en Figure 82.

Tableau 20 : Détermination de I'énergie d'activation de nucléation pour la MGLA seule et en mélange a 25 °C

X Y

T T 2 AGe
) (min) o (J('_Q)T ) '”((fiT) (i/mol)
23 22,6 2,3.10° 8,81 0,89
24 31,5 2,8.10° 9,15 1,06
25 35,2 3,4.10° 9,26 1,29
26 41,4 4,1.10° 9,42 1,59
27 47,2 5,2.10" 9,56 2,01
28 49,6 6,8.10" 9,61 2,63

T:temps d’induction déterminé au Turbiscan, par la méthode de la tangente
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Figure 81 : Détermination du coefficient directeur de la courbe In(t.T) = f(1/(T.AT?) pour la MGLA seule entre 23 °C et 28 °C
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Figure 82 : Evolution des énergies apparentes d'activation avec la température, calculées par I'équation de Fischer-
Turnbull pour la MGLA avec et sans modulateurs.

On constate que I'ajout d’acide butyrique augmente significativement I'énergie d’activation
de nucléation (2,0 klJ/mol contre 1,3 kJ/mol pour la MGLA seule a 25 °C). Ce résultat
confirme les hypothéses émises précédemment : les acides gras a courte chaine ralentissent
la nucléation en augmentant I'énergie d’activation des germes cristallins. Bien qu’étant un
inhibiteur de cristallisation, le butanoate d’éthyle semble diminuer I'énergie d’activation.
Dans ce cas, son role inhibiteur s’exercerait plutét au niveau de la croissance cristalline, ce
qui est confirmé par les nombreux cristaux de petite taille observés en microscopie (Figure

79). L'acide palmitique diminue également I’énergie d’activation (1,1 contre 1,3 kJ/mol pour
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la MGLA seule a 25°C) accélérant ainsi la nucléation, en accord avec les clichés de
microscopie (Figure 79). En ce qui concerne la tripalmitine, I'énergie d’activation est moins
impactée. Le caractére accélérateur de la tripalmitine repose principalement sur la
modification de la température de fusion du mélange MGLA / PPP, légérement supérieure a
celle de la MGLA seule (36 °C contre 35 °C). En se plagant a la méme température de
cristallisation, le degré de surfusion imposé au mélange est plus important, donc le potentiel

chimique est plus important.

L'effet des composés mineurs de la matiere grasse laitiere sur I'énergie d’activation de la
nucléation a été étudié par les deux auteurs cités plus haut. En retirant les composés
mineurs de la matiére grasse pour ne garder que les triglycérides, ils obtiennent des énergies

d’activation plus basses que pour la MGLA native [13,15].

Le temps d’induction peut également étre déterminé en considérant 1 % du signal transmis
[18], comme expliqué dans le chapitre 2. Les énergies d’activation correspondantes sont

présentées en annexe 7. Leur évolution est similaire a celle de la Figure 82.

En conclusion, méme si la méthode de calcul des énergies d’activation porte a discussion,
elle procure un cadre utile pour I'interprétation des observations microscopiques et permet

de conforter les mécanismes d’action proposés pour les différents modulateurs.

2.4. Etude de la macrostructure de la MGLA en présence ou non de modulateurs

La cinétique cristallisation a 25 °C est suivie par rhéologie oscillatoire aux petites
déformations (régime linéaire) afin de déterminer I'impact de la microstructure sur les
propriétés texturales de la MGLA. L’évolution des modules élastique (G’) et visqueux (G”’) au
cours du temps de cristallisation est présentée sur la Figure 83. La matiére grasse étant
complétement fondue au départ, le caractére liquide est prépondérant : les deux modules
ont des valeurs faibles (<1 Pa) et G” est supérieur a G’. Au cours de leur croissance, les
cristaux se connectent et forment un chemin continu entre les deux parois de la géométrie
du rhéometre, le module élastique G’ augmente subitement. Il s’agit d’'un phénomene de
percolation. Dés lors, le caractére solide prédomine et G’ est supérieur a G”. Les connexions
entre cristaux se multiplient et G’ augmente rapidement jusqu’a atteindre des valeurs tres

élevées en fin de cristallisation (>10° Pa).
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Figure 83: Evolution des modules élastique (G’) et visqueux (G”) au cours du temps de cristallisation de la MGLA a 25 °C

On note la présence d’une inflexion dans I'évolution du module élastique de la MGLA au
cours de la cristallisation, alors que le taux de solide mesuré par RMN évolue en une seule
étape (voir § 1.3). Cette inflexion, répétable, est difficile a expliquer. Il est possible que ces
deux étapes correspondent a un changement de régime : dans le premier régime, le taux de
solide est faible, et I'élasticité du réseau serait limitée par les interactions entre les cristaux
en cours de formation (interactions intra-flocs). Dans la seconde étape, qui correspondrait a
un taux de solide plus important, I'élasticité serait limitée par les interactions entre les
groupes de cristaux, les flocs. Le passage d’un type d’interaction limitante a une autre

pourrait expliquer la petite inflexion du module élastique a 100 Pa.

Pour étudier I'impact des modulateurs de cristallisation, une attention particuliére est
portée sur I'évolution du module élastique. Les courbes mesurées pour les modulateurs a
longues chaines sont présentées sur la Figure 84 et pour les modulateurs a chaines courtes
et moyennes sur la Figure 85. Les parameétres rhéologiques déterminés graphiquement sont

synthétisés dans le Tableau 21.

L'acide palmitique, I'acide stéarique, la tripalmitine et la tristéarine augmentent le module
élastique final par rapport a la MGLA seule. Le profil rhéologique de la matiére grasse résulte
de la variation de taux de solide, mais aussi de la microstructure. Les petits cristaux plus
nombreux, créent davantage de points de contact, ils percolent plus efficacement et
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conduisent a un réseau plus ferme. Le module élastique final est donc plus important. A
longueur de chaine équivalente, les triglycérides augmentent davantage la valeur finale de
G’ comparativement aux acides gras libres (augmentation d’un facteur 1,6 entre la
tristéarine et I'acide stéarique et d’un facteur 1,4 entre la tripalmitine et I'acide palmitique).
Ce résultat est en accord avec les taux de solide plus importants mesurés en présence des
modulateurs estérifiés (§ 1.4). Tous ces modulateurs diminuent le temps d’induction ainsi
que le temps pour lequel G’ et G” se croisent, suggérant une percolation plus rapide que
dans la MGLA seule. lls augmentent également la vitesse maximale de variation du G’, a

rapprocher de la vitesse maximale de cristallisation mesurée par RMN.

Au contraire, I'acide oléique diminue le module élastique final. En formant de gros cristaux
moins nombreux (Figure 79), il génére moins de connectivité. L'évolution du module
élastique comporte un long palier intermédiaire autour de 10 Pa pendant environ 40
minutes dont 'origine reste a ce stade difficile a identifier. Il se pourrait que les couches
liquides, observées en microscopie (Figure 79), limitent les interactions entre sphérulites. La
transition entre des interactions intra-flocs (entre cristaux en croissance) et inter-flocs serait

retardée, ce qui justifierait le prolongement de ce palier.

Tous les acides gras a chaine courte et moyenne diminuent le module élastique final. L'acide
myristique (14:0) diminue le temps d’induction alors que tous les autres 'augmentent. Plus
les chaines des modulateurs sont courtes, plus la percolation des cristaux est retardée. En
prévenant la nucléation, ces acides gras empéchent la formation des cristaux et retardent
leur percolation. Les chaines courtes (3, 4 et 6 carbones) diminuent aussi considérablement
la vitesse maximale de variation du module G’, tout comme ils retardent I'augmentation du
taux de solide en RMN. Le module élastique final est inférieur a celui de la MGLA pour tous
ces modulateurs. En effet, les sphérulites plus grosses observées en microscopie contribuent
a diminuer I'élasticité du systeme. Mais le retard a la nucléation est tel que la valeur

asymptotique de G’ n’est pas toujours atteinte a I'issue des deux heures de I'expérience.
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Figure 84 : Evolution du module élastique (G’) au cours du temps de cristallisation de la MGLA avec et sans modulateurs &
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Figure 85 : Evolution du module élastique au cours de la cristallisation de la MGLA avec et sans modulateurs & chaine
courte

Tableau 21 : Paramétres rhéologiques déterminés a partir des profils d’évolution du module élastique (G’) en fonction du

temps
" . Pente . ;
Temps d'induction . , G' final Temps G'=G"
Modulateur i) maxnma_lle G (Pa) (i
(Pa.s™)

MGLA 25 51 15300 24,7
3:0 77 1,2 1230 75,8
4:0 76 2,1 2450 74,8
6:0 60 1,2 1180 56,7
8:0 59 4,5 9060 57,5
14:0 20 4,7 8560 14,9
16:0 20 27,7 73800 16,9
18:1 22 1,7 2130 17,4
18:0 16 88,1 159000 15,0
PPP 13 56,5 120000 10,0
SSS 22 105,7 231000 19,8
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2.5. Conclusions concernant l'impact des modulateurs sur la cristallisation

isotherme a 25 °C

Dans cette partie, nous avons choisi de travailler a 25 °C. Cette température de cristallisation
permet d’imposer un faible degré de surfusion a la MGLA (10 °C), et de maximiser ainsi

I'action de composés mineurs comme modulateurs potentiels.

Des méthodes de caractérisation complémentaires entre elles ont été mises en ceuvre afin
d’appréhender la cristallisation de la MGLA a différentes échelles. La RMN permet de suivre
la cinétique de cristallisation et le taux de solide final. A cette température, il est d’environ
10 %. Les mesures par diffraction des rayons X permettent de déterminer que la forme
cristalline B’-2L se forme dans ces conditions, dont les distances caractéristiques sont 43,8 A
pour I'empilement longitudinal et 3,84 A et 4,27 A pour I'organisation latérale. La
microscopie a lumiere polarisée montre que la MGLA cristallise sous forme de grosses
sphérulites, de 50 um de diameétre en moyenne. A I'échelle macroscopique, la cinétique de
cristallisation de la MGLA a été suivie pendant 2h a 25 °C. Le module élastique final atteint

15,3 kPa.

L’étude de I'impact des modulateurs a différentes échelles d’observation montre que de
faibles concentrations ajoutées peuvent bouleverser la mise en place du réseau cristallin de
la MGLA. Les molécules testées a 1 % ne modifient pas son polymorphisme qui reste sous la
forme B’-2L. En revanche, la cinétique de cristallisation est altérée, de méme que la
microstructure. Les observations et hypothéses suivantes ont été formulées pour les
différentes familles chimiques testées :

- Les acides gras a longue chaine saturée favorisent la nucléation et augmentent de ce
fait le nombre de cristaux, mais semblent ralentir la croissance cristalline. Cette
vitesse de croissance pourrait étre limitée du fait d’'une moins bonne insertion des
acides gras libres dans le réseau cristallin. Ces acides gras n’augmentent pas le taux
de solide final, mais conduisent a un réseau solide plus connecté et
macroscopiquement plus ferme.

- Les acides gras a courte chaine retardent la nucléation de la matiére grasse, ce qui
diminue le nombre de cristaux formés et augmente leur taille. Macroscopiquement,

la matiere grasse est moins ferme et le taux de solide est légerement plus faible.
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- L’acide oléique conduit aux mémes observations que celles obtenues avec les acides
gras a chaine courte.

- Les petites molécules organiques non acides inhibent la cristallisation de maniere
différente. Elles facilitent la nucléation mais limitent la croissance, conduisant a de
nombreux petits cristaux. Elles diminuent aussi [égerement le taux de solide final.

- Contrairement aux acides gras libres a longue chaine saturée, les triglycérides a
longueur de chaine comparable s’inserent tres bien dans le réseau lors de la
croissance des cristaux. En augmentant la fraction cristallisable du mélange, ils
accélerent la nucléation et la croissance et conduisent a la formation de cristaux plus
petits et plus nombreux, sans en modifier la forme sphérulitique. lls conduisent a un

réseau cristallin macroscopiquement plus ferme que celui de la MGLA seule.

Les différences entre acides gras a longues chaines et triglycérides testés, et entre acides
gras a chaine courte et les autres petites molécules organiques révelent I'importance de la

fonction acide carboxylique sur la modulation des mécanismes de cristallisation de la MGLA.

3. Influence de la concentration des modulateurs sur la cristallisation de

la matiere grasse laitiere a 25 °C

Dans la partie précédente, I'effet des modulateurs de cristallisation a été étudié pour une
concentration de 1 %. Or dans les produits laitiers, certains modulateurs peuvent étre
présents a des concentrations supérieures. Par exemple, les concentrations d’acides gras
libres dans le Bleu peuvent atteindre 10 % d’acide oléique et 6 % d’acide palmitique [1].
C’est pourquoi, cette partie est consacrée a l'influence de la concentration de certains

modulateurs d’intérét sur la cinétique de cristallisation de la MGLA.

3.1. Influence de la concentration des modulateurs sur la cinétique de cristallisation

de la matiére grasse laitiére a 25 °C
3.1.1. Cas des inhibiteurs de cristallisation

Nous avons vu qu’a 1 %, I'acide propionique, I'acide hexanoique et I'acide oléique inhibent la
cristallisation de la matiere grasse. Cet effet inhibiteur est d’autant plus accentué que la
concentration de modulateur augmente (Figure 86). Les courbes sont modélisées par les
équations de Gompertz, d’Avrami et de Foubert (Annexe 8). Le Tableau 22 présente les
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parametres issus de la modélisation de Gompertz :

plus la concentration en inhibiteur est

élevée, plus le temps d’induction est long et plus la vitesse de cristallisation et le taux de

solide ont tendance a diminuer.
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Figure 86 : Cinétiques de cristallisation de la MGLA, a 25 °C, en présence d’acide propionique (3:0), d’acide hexanoique
(6:0) et d’acide oléique (18:1) a différentes concentrations

Tableau 22 : Paramétres de Gompertz ajustés pour les cinétiques de cristallisation de la MGLA, a 25 °C, a différentes
concentrations en inhibiteurs, acide propionique (3:0), acide hexanoique (6:0) et acide oléique (18:1)

Modele de Gompertz
Fraction Concentration B i
. . a vl A r? ajusté
massique molaire
(%) (mmol/Lyew) | (%)  (%.min”) (min)

MGLA 0 0 10,5 0,190 25 0,994
3:0 1,1 198 8,0 0,052 80 0,992
3:0 1,9 339 6,8 0,030 91 0,987
6:0 1,0 85 9,9 0,086 74 0,997
6:0 2,9 266 9,2 0,066 94 0,998
6:0 6,6 623 4,9 0,011 185 0,986
18:1 1,1 35 10,2 0,088 79 0,998
18:1 4,0 134 9,4 0,067 85 0,998
18:1 7,5 258 8,1 0,045 102 0,996

1. fraction massique : masse de modulateur par masse totale (MGLA + modulateur)
a : taux de solide final, A : vitesse maximale et u : temps d'induction
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La représentation des parametres de Gompertz avec |'addition de modulateurs est
présentée en Figure 87. Jusqu’a présent, nous avons exprimé les concentrations en fraction
massique puisque cela correspond a une substitution en poids de la MGLA par le
modulateur. Néanmoins, il peut étre intéressant d’exprimer les concentrations en moles
pour considérer le nombre de molécules de modulateur mis en jeu. Les concentrations sont
exprimées en fraction massique (gramme de modulateur par gramme de mélange) sur les
courbes de gauche ou en concentration molaire (mmol de modulateur par litre de MGLA
fondue) sur les courbes de droite. Selon que l'on considere l'une ou l'autre des
représentations, 'influence de ces inhibiteurs sur le taux de solide final, la vitesse de
cristallisation et le temps d’induction est différente. Si I'on considére la fraction massique,
I'acide propionique est un inhibiteur nettement plus efficace que I'acide hexanoique et que
I'acide oléique. Mais, si la fraction molaire est prise en compte, les courbes ont tendance a
se rapprocher. D’un point de vue mécanistique, l'acide propionique n’est donc pas
nécessairement plus efficace. Comme sa masse molaire est plus faible, a une concentration

massique donnée, sa concentration molaire est plus élevée.

Le resserrement des courbes lorsqu’elles sont exprimées en fonction de la concentration
molaire suggere un réle dominant de I'entropie de mélange. En effet, I'ajout de petites
molécules dans |la matiere grasse contribue a diminuer sa température de solidification en
augmentant I'entropie. De la méme maniéere, il est connu que le propyléne glycol permet de
diminuer la température de congélation de l'eau. S'agissant d'un effet entropique,
I'abaissement de la température de solidification d’'un solvant da a la présence du soluté ne
dépend pas de la nature du composé dissous dans le solvant, mais seulement de sa fraction
molaire. La loi de cryométrie de Raoult [19] prévoit que I'abaissement de la température de

cristallisation du solvant est proportionnel a la fraction molaire du soluté.
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Figure 87 : Variation des paramétres de Gompertz avec la concentration en inhibiteurs. a : taux de solide final, A : vitesse

N

maximale et pu : temps d'induction. A gauche : fraction massique. A droite : concentration molaire

La triacétine n’a pas d’effet sur la cristallisation de la MGLA a 25 °C aux faibles

concentrations (1,3 % et 2,6 %, Figure 88). Pour une concentration plus élevée, elle inhibe la
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cristallisation, en diminuant le taux de solide final de 2 unités (-2%) et en réduisant la vitesse

de cristallisation d’un facteur 2, mais sans impact significatif sur le temps d’induction

(Tableau 23).
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Figure 88 : Cinétique de cristallisation de la MGLA, a 25 °C, en présence de triacétine (AAA) a différentes concentrations

Tableau 23 : Paramétres de Gompertz ajustés pour les cinétiques de cristallisation de la MGLA, a 25 °C, a différentes
concentrations en triacétine (AAA)

Modele de Gompertz
Fraction Concentration D it
massique molaire a " e rajuste
(%)" (mmol / Lygia) (%)’ (%.min™) (min)®
MGLA 0 0 10,5 0,190 25 0,994
AAA 1,3 29 10,2 0,191 26 0,996
AAA 2,6 61 10,1 0,157 26 0,995
AAA 6,7 161 7,8 0,080 23 0,989

1 : fraction massique : masse de modulateur par masse totale (MGLA + modulateur)
2 :a:taux de solide final, A : vitesse maximale et W : temps d'induction

3.1.2. Cas des promoteurs de cristallisation

Les triglycérides a longue chaine, tripalmitine et tristéarine, accélérateurs de cristallisation,
voient leur effet augmenter avec les concentrations croissantes. L’effet de la concentration
en tripalmitine est présenté sur la Figure 89 et les paramétres de Gompertz correspondants
sont reportés dans le Tableau 24. Les résultats des autres modeéles sont consultables en
Annexe 9. Quand la concentration en tripalmitine augmente, le taux de solide final et la

vitesse de cristallisation augmentent et le temps d’induction diminue. Des résultats

similaires sont obtenus pour la tristéarine (Annexe 10).
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Figure 89 : Cinétiques de cristallisation de la MGLA, a 25 °C, en présence de tripalmitine (PPP) a différentes
concentrations

Tableau 24 : Effet de la concentration en tripalmitine sur les paramétres cinétiques de Gompertz

Modele de Gompertz
Fraction Concentration 2 i
. . a vl A r? ajusté

massique molaire

(%)" (mmol / Lyei) | (%)° (min™)* (min)*
MGLA 0 0 10,6 0,073 44 0,998
PPP 0,5 7,8 10,8 0,143 26 0,996
PPP 1,7 24,8 12,6 0,327 19 0,997
PPP 3,5 51,0 14,9 0,876 11 0,995
PPP 4,2 61,9 15,8 1,062 10 0,995

1 : fraction massique : masse de modulateur par masse totale (MGLA + modulateur)
2 :a:taux de solide final, A vitesse maximale et p : temps d'induction

Les acides gras libres a longue chaine (16:0, 18:0, 20:0) sont ajoutés a des concentrations
plus importantes. Les cinétiques obtenues pour 'acide stéarique sont présentées sur la
Figure 90. A partir de 5 % de 18:0, la cinétique de cristallisation passe d’une a deux étapes.
Une premiére étape, trés rapide, se déroule sans temps d’induction. Aprés un palier
intermédiaire, le taux de solide augmente a nouveau pour atteindre le taux de solide final,
avec une vitesse moins importante. Le méme phénomeéne est observé pour l'acide

palmitique ajouté a 11,6 % et pour I'acide arachidique des 1,9 % (courbes en annexe 11).
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Ce type de cinétique en deux étapes a déja été observé pour la MGLA seule, mais a de plus
grands degrés de surfusion [15,20]. Pour des températures de cristallisation inférieures a
20°C, une premieére étape rapide, dont I'amplitude et la vitesse dépendent de Ia
température, a été observée en RMN. Pour d’importants degrés de surfusion, le mécanisme
en plusieurs étapes peut correspondre a la cristallisation successive de différentes fractions
[5,21,22]. En effet, en dessous de 20 °C, les fractions haut et moyen point de fusion

(respectivement HMF et MMF) sont toutes les deux susceptibles de cristalliser [20].

L’analyse en diffraction des rayons X de la fraction HMF de la MGLA cristallisée a 19 °C
montre que les deux étapes seraient plutét dues a une transition polymorphique [20]. Lors
de la premiére étape, la matiére grasse cristallise sous forme a. Puis, lors de la deuxieme
étape, cette forme a subit une transformation de phase vers une forme B’. L'existence d’un
point isobestique (vecteur d'onde auquel lintensité diffractée par |’échantillon reste
constante durant la transition de phase) en diffraction des rayons X prouverait que la forme
B’ ne se forme pas a partir du liquide, mais uniquement a partir de la forme a [20,21].
L'augmentation de la cristallinité lors du passage de la forme a a la forme B’ serait due au
fait que les extrémités des triglycérides cristallisés sous forme a restent liquides. La mobilité
de ces groupes terminaux est réduite lors du passage a la forme B’ [20], ce qui augmente le
taux de solide mesuré en RMN.
Dans notre étude, a 25 °C, seule la fraction HMF de la MGLA est supposée cristalliser et la
cristallisation successive de deux fractions de MGLA est peu probable. Deux hypothéses
restent néanmoins envisageables :

- lors de la premiére étape, le mélange cristallise sous forme a. Puis, lors de la seconde

étape, il se produit une transition de phase de la forme a vers la forme B’ ;
- lors de la premiére étape, le modulateur de cristallisation cristallise seul, puis la

MGLA cristallise dans la seconde étape.

Les trois modeles adaptés a des cinétiques en deux étapes (Chapitre 1 § 1.5.2) sont
appliqués aux courbes de RMN (tableaux de valeurs en Annexe 12). Le modeéle de Foubert
est le plus performant et les résultats obtenus pour les trois modulateurs sont présentés

dans le Tableau 25.
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Figure 90 : Effet de la concentration en acide stéarique sur la cinétique de cristallisation isotherme de la MGLA a 25 °C et
modélisation des courbes par le modéle de Foubert

Tableau 25 : Influence de la concentration en acides gras libres a longue chaine longue et saturée sur les paramétres
cinétiques du modéle de Foubert en deux étapes

Modele de Foubert
Fraction Concentration . . %) et
massique el a; K1 ng tiy dy Kz ny ti, r< ajuste
(%) (mmol/L) [ (%) (minh)" (s.u)'  (min)' (%)  (min")'  (s.u)'  (min)!

MGLA 0 0 10,6 0,013 7,8 27 0,999
16:0° 1,2 52,7 10,0 0,016 10,9 27 0,997
16:0° 54 247,8 12,8 0,016 6,6 20 0,997
16:0° 7,2 336,7 13,2 0,039 7,2 30 0,993
16:0 11,6 569,5 11,0 0,510 10 3 14,8 0,057 7,0 19 0,993
18:0° 2,8 114,2 11,3 0,028 6,1 19 0,999
18:0 51 210,8 6,0 0,550 2 3 12,6 0,029 5,7 14 0,996
18:0 6,5 269,3 8,0 0,600 4 2 13,0 0,024 8,0 15 0,995
18:0 11,1 488,6 11,0 0,484 100 1 16,4 0,030 9,8 23 0,997
20:0° 0,5 16,1 10,4 0,060 8,6 18 0,995
20:0 1,9 68,9 1,3 0,265 10 2,7 11,1 0,0556 7,7 13 0,993
20:0 53 199,0 50 0,235 100 0,9 13,0 0,046 9,0 10 0,992

1. 4 : taux de solide final, K : constante de vitesse, n : ordre de la réaction inverse, t; : temps d’induction.

L’indice se référe a la premiére ou la seconde étape.

?: mécanisme en une étape. Cette seule étape est assimilée a la 2° étape d’un mécanisme a deux étapes.
La concentration critique de modulateur pour laquelle le mécanisme de cristallisation passe
d’une a deux étapes dépend de la longueur de la chaine de I'acide gras : plus la chaine du

modulateur est longue, plus le changement de mécanisme de cristallisation se produit a une

concentration faible. Ceci peut s’expliquer par le fait que plus la chaine aliphatique est
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longue, plus la température de fusion du modulateur est importante (75 °C pour 20:0, 69 °C
pour 18:0 et 62 °C pour 16:0). Les limites de solubilité théoriques (dans le cas d’'un mélange
idéal) de ces trois modulateurs ont été calculées d’apreés la relation de Hildebrand, au moyen
des enthalpies de fusion de la littérature [23] et sont représentées sur la Figure 91. A 25 °C,
la saturation de I'acide arachidique est inférieure a celle de I'acide stéarique, elle-méme

inférieure a celle de I'acide palmitique.
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Figure 91 : Solubilité de I'acide palmitique (16:0), de I'acide stéarique (18:0) et de I'acide arachidique (20:0), calculée dans

le cas d’'un mélange idéal au moyen de I'équation d’Hildebrand et des enthalpies de fusion de la littérature [23]. Segment
pointillé : solubilité théorique a 25 °C.

L'adéquation de la longueur de la chaine de I'acide gras libre avec la longueur des chaines
d’acides gras de la MGLA pourrait faciliter leur intercalation dans les cristaux de MGLA. En
effet, la MGLA est riche en chaines palmitiques (> 30 %), moins riche en chaines stéariques
(=10 %) et pauvre en acide arachidique (0,2 %).Cette facilité a s’intégrer au réseau
augmenterait la concentration critique au-dela de laquelle le modulateur cristallise seul dans

la premiere étape.

La Figure 92 représente la hauteur du premier palier en fonction de la fraction massique de
modulateur, dans le cas des cinétiques en deux étapes. La linéarité et la valeur de la pente

proche de l'unité suggerent que la premiere étape de cristallisation est principalement due a
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la cristallisation du modulateur. Cette hypothese est également compatible avec I'effet de la
compatibilité additif/matrice discuté précédemment: moins I'additif est soluble, plus il

favorise un mécanisme en deux étapes.
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Figure 92 : Amplitude de la 1° étape de cristallisation déterminée par le modéle de Foubert a deux étapes (a;). La 1°
bissectrice représentée en trait plein permet de visualiser I'égalité entre a; et la concentration en modulateur

Afin de trancher entre I'hypothése d’une cristallisation préalable du modulateur et celle
d’une transition polymorphique de la MGLA, l'influence de I'acide palmitique a fait I'objet

d’investigations complémentaires.

3.2. Influence de la concentration en acide palmitique sur la nanostructure de la

matiére grasse laitiere

Un mélange de MGLA et d’acide palmitique est étudié en diffraction des rayons X, a la
concentration de 10 % ou la cristallisation s’effectue en deux étapes. La cinétique de
cristallisation est suivie dans les conditions décrites au paragraphe 2.1.2. La cinétique

compléte est présentée en figure 93.
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Figure 93: Cinétique de cristallisation isotherme du mélange MGLA + 10 % d'acide palmitique a 25 °C suivi par diffraction
des rayons X

Pour l'indexation des pics, le diffractogramme obtenu apreés 100 min de cristallisation,
représenté sur la Figure 94, contient la totalité des pics décelés. L'augmentation de la
concentration en acide palmitique modifie de maniére significative le diffractogramme
obtenu, contrairement a l'ajout de 1% qui n’avait pas d’influence sur les formes
cristallographiques formées dans la MGLA seule. Pour 10 % d’acide palmitique, certains pics
disparaissent (d=20,8 A, d=4,27 A, d=3,84 A) et de nouveaux pics apparaissent (d=11,9 A,
d=7,16 A, d=4,58 A, d=4,13 A).
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Figure 94 : Diffractogrammes de la MGLA en présence d'acige(palrlitique (16:0) a différentes concentrations (Fléches trait
continu : pics indexés pour la MGLA et la MGLA avec 1% d’acide palmitique ; fléches trait pointillé : pics indexés pour la
MGLA avec 10% d’acide palmitique)

Afin de savoir si les nouveaux pics peuvent étre attribués a I'acide palmitique, le
diffractogramme de I'acide palmitique pur est analysé (Figure 95). L’acide palmitique pur est
complétement solide a 25 °C. Il conduit a des pics bien résolus d’intensité beaucoup plus
importante que ceux de la MGLA. lls correspondent a la forme cristallographique C de I'acide
palmitique, c’est-a-dire a une maille monoclinique appartenant au groupe d’espace P21/c
[24,25], les polymorphes a, B’ et B n’étant pas définis pour les acides gras libres. Les indices
de Miller correspondant aux principaux pics de I'acide palmitique sont présentés dans le
Tableau 26 et sont reportés sur la Figure 95. La représentation a trois dimensions de la

maille élémentaire de I'acide palmitique, représentée au moyen du logiciel Mercury 3.9 est

également reportée sur cette figure.
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Figure 95 : Diffractogramme de I'acide palmitique pur

Tableau 26 : indice de Miller de I'acide palmitique pur et distances réticulaires correspondantes

d (A)
17,81
11,88
8,90
7,13
4,36
4,13
3,65

(W (kL[S WIIN [T
O |k |[kPr|[O|O|O|O
N[k [Rr|[OO|O|O|—

La Figure 96 compare les diffractogrammes du mélange MGLA avec 10% d’acide palmitique
et celui de I'acide palmitique pur aux petites distances (WAXS). L'ajout de I'acide palmitique
a 10% induit :
- Une disparition des pics correspondant a la forme B’, pourtant largement majoritaire
dans la MGLA seule ;
- Un nouveau pic a d = 4,13 A, qui pourrait correspondre a la forme a de la MGLA ou
au pic d 311 de I'acide palmitique ;
- Un nouveau pic a d = 4,58 A, caractéristique de la forme B de la MGLA. Il n’y a pas

d’ambiguité sur la présence de cette forme dans la mesure ou cette distance ne
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correspond a aucun pic attribuable a I'acide palmitique. Les pics d = 3,91 A et 3,70 A

sont également attribuables a cette forme.

250 + d=4,13 A
—MGLA a
—10% 16:0 d=4,58 A .

B d=4,27A

200 1 100 % 16:0 l B

[y
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o
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Figure 96 : Diffractogrammes WAXS de la MGLA, de la MGLA avec 10 % d'acide palmitique et de I'acide palmitique pur
obtenus aprés 100 minutes de cristallisation a 25 °C

La superposition des courbes de diffraction des rayons X en cours de cristallisation (Figure
97) met en évidence deux étapes dans la cinétique. Au cours de la premiére étape, i.e. les 30
premiéres minutes, le pic 4,13 A correspond a la cristallisation de I'acide palmitique et/ou
a la forme a de la MGLA et se forme trés rapidement. Puis, au cours de la seconde étape, ce
pic continue de croitre en se décalant vers des plus petites distances et un pic de la forme

a 4,58 A apparait a partir de 40 minutes.
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Figure 97 : Cinétique de cristallisation du mélange MGLA avec 10% d’acide palmitique. Les fleches et numéros
matérialisent les deux étapes de la cristallisation pour les pics a et B

La Figure 98 représente I'évolution de I'aire des pics a 4,13 A et 4,58 A et de leur somme au
cours de la cristallisation. La cristallisation sous forme a est trés rapide dans les premiéres
minutes, puis, aprés quarante minutes, la forme B commence a apparaitre. La somme de ces
deux formes et donc I'évolution globale du taux de solide au cours du temps, nous permet

de retrouver l'allure de la cinétique de cristallisation en deux étapes observée en RMN.

—m—d=4,13 A (alpha)
—o—d=4,58 A (béta)
alpha + béta

Aire du pic normée (u.a.)

0 50 100 150 200 250 300

Temps (min)

Figure 98 : Evolution de Vaire des pics a 4,13 A et 4,58 A au cours du temps de cristallisation du mélange MGLA avec 10%
d’acide palmitique
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L'analyse des données obtenues aux petits angles de diffraction conduit a I'indexation des
pics présentée sur la Figure 99. L’ajout de 10 % d’acide palmitique conduit a la formation
d’une nouvelle forme 2L appelée 2L, pour la différencier de la forme2l; obtenue avec la
MGLA seule. Cette forme 2L, comporte trois pics de diffraction visibles dans le domaine
étudié : dooa=18,1 A, doo3=11,9 A et dgos=7,16 A qui coincident respectivement avec les
pics dgo d3gp dsgo de I'acide palmitique seul. Contrairement a ce qui est observé aux grands
angles de diffraction, aucun pic ne se forme sans correspondance avec les pics connus de la

MGLA seule ou de I'acide palmitique pur.
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Figure 99 : Diffractogrammes SAXS de la MGLA, de la MGLA avec 10 % d'acide palmitique et de I'acide palmitique pur
obtenus aprés 100 minutes de cristallisation a 25 °C

Les pics de 2Ly(003) et 2Ly(003) SONt suivis en cinétique (Figure 100). Comme pour les grands
angles de diffraction, la cinétique se déroule en deux étapes : une premiére qui conduit a la
formation de la forme 2L, trés rapidement, puis une seconde ou le pic 2L, continue de
croitre et se décale vers des plus petites distances et ou la forme 2L, se forme. Comme pour
les formes a et B, la représentation de |'aire de ces pics en fonction du temps et de leur

somme conduit a une cinétique en deux étapes, en accord avec la RMN (Figure 101).
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Figure 100 : Cinétique de cristallisation du mélange MGLA avec acide palmitique a 10 %, focus sur les pics 2Lygo3) et
2L,(003)- Les fléches et numéros matérialisent les deux étapes de la cristallisation
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Figure 101 : Evolution de Vaire des pics a 11,9 A et 13,8 A au cours du temps de cristallisation du mélange MGLA / acide
palmitique a 10 %
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L’étude par diffraction des rayons X en cours de cristallisation du mélange MGLA avec 10%
d’acide palmitique permet de proposer le mécanisme de cristallisation en deux étapes
suivant :

- En premier lieu, I'acide palmitique cristallise sous forme C, une maille monoclinique
de distance longitudinale 2L ;

- le fait que I'acide palmitique cristallise dans un réseau cristallin dont les parametres
de maille sont proches de la forme a de la MGLA, favorise la cristallisation des
triglycérides a haut point de fusion de la MGLA sous une forme 2L;-a ;

- Puis, dans un second temps, la MGLA subit une transition de phase vers une forme

2L,-B. Une partie de la MGLA reste cristallisée en forme a a cette échelle de temps.

Il reste difficile de trancher entre les deux hypotheses d’interprétation de la premiere étape,
a savoir, une cristallisation de I'acide palmitique seul ou une cristallisation de I'acide
palmitique et d’une partie de la MGLA sous forme a. Néanmoins, I'absence de cristaux sous
forme B’; (et seulement des traces de [B’,) et lattribution non ambigué des pics
caractéristiques de la forme B, qui ne peuvent correspondre a I'acide palmitique, suggerent
que l'"acide palmitique oriente I’organisation polymorphique de la matiére grasse laitiére. Le
diffractogramme obtenu n’aurait pu étre prédit par simple combinaison des
diffractogrammes de la MGLA et de l'acide palmitique a cette température. L'acide
palmitique, par la proximité de sa structure cristalline favorise la formation de la forme a
pour la MGLA. Mais cette forme est instable et la température de 25 °C est trop élevée pour
gu’elle persiste. Elle tend a évoluer vers une forme B, sans passer par la forme B’, pourtant
relativement stable a cette température pour la MGLA seule. Il est possible que I'acide
palmitique, de par sa présence dans les triglycérides de la MGLA, présente une affinité pour
les triglycérides a haut point de fusion et conduise a leur séparation d’avec les fractions non
cristallisables a 25 °C. Dans la MGLA native, |'organisation de ces triglycérides sous la forme
B, la plus compacte, est perturbée par la composition complexe. lls adoptent donc plutét la
forme B’, moins dense que la forme B. Mais si la présence d’acide palmitique promeut une
séparation d’especes moléculaires plus ou moins cristallisables, alors les triglycérides a plus

haut point de fusion pourraient étre plus a méme de s’organiser sous la forme .
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Le mécanisme d’action de l'acide palmitique a haute concentration n’est pas totalement
élucidé, et des investigations complémentaires par DRX, en faisant varier la concentration

apportée, pourraient permettre de confirmer ou invalider nos hypothéses.

3.3. Influence de la concentration en acide palmitique sur la microstructure

Le cliché de microscopie présenté Figure 102 correspond a un mélange MGLA avec 10 %
d’acide palmitique cristallisé entre lame et lamelle pendant 4 h. Le taux de solide étant plus
élevé que pour les mélanges précédemment étudiés (Figure 79), le réseau solide est
beaucoup plus compact. Il est néanmoins possible de distinguer des sphérulites, qui

semblent plus denses que celles observées dans la MGLA seule.

Figure 102: Observation en microscopie & lumiére polarisée du mélange MGLA / Acide palmitique a 10 % cristallisé entre
lame et lamelle. Une sphérulite est cerclée en rouge.

Le confinement entre lame et lamelle pourrait influencer notablement le mode de formation
des cristaux. Un mélange MGLA et 10 % d’acide palmitique est donc cristallisé a 25 °C dans
un tube de 100 mL pendant 4 h. Puis, un échantillon est prélevé et confiné entre lame et
lamelle a cette méme température. Ce mélange est comparé avec la MGLA seule cristallisée
et observée dans les mémes conditions (Figure 103). Pour la MGLA seule, les sphérulites
sont observables, mais moins distinctement que lors de la cristallisation entre lame et
lamelle. Il est possible que I'écrasement/cisaillement subi lors confinement entre lame et
lamelle ait modifié leur microstruture. Le mélange avec 10 % d’acide palmitique présente
une structure trés différente. Des cristaux en forme de « plumes », trés allongés, sont
visibles suggérant une influence forte de I'acide palmitique sur les mécanismes de nucléation

et de croissance a cette concentration. La cristallisation de I'acide palmitique pourrait se
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faire dans un premier temps sous forme de segments qui formeraient I'arréte centrale. Puis,
les triglycérides cristallisables de la MGLA viendraient croitre sur cette aréte centrale, pour
conduire a cette microstructure en forme de plume. Une observation dynamique pourrait

confirmer ce phénomene.

- Y % L o

Figure 103 : Observations en microscopie a lumiére polarisée de a MGLA et du mélange MGLA / 10 % d’acide palmitique
cristallisés a 25 °C puis confinés entre lame et lamelle

4. Influence des mélanges de modulateurs sur la cristallisation a 25 °C

Dans les produits alimentaires, plusieurs composés mineurs peuvent étre présents
simultanément. L'objectif de cette partie est d’étudier les mélanges de modulateurs
promoteurs et/ou inhibiteurs de la cristallisation de la MGLA afin de mettre en évidence des
effets synergiques ou antagonistes et d’en comprendre les mécanismes. Pour cela, quatre
représentants de modulateurs sont étudiés : deux accélérateurs, la tripalmitine et 'acide

palmitique et deux inhibiteurs, I'acide butyrique et le butanoate d’éthyle.

4.1. Mélanges de modulateurs accélérateurs ou inhibiteurs

Quatre mélanges sont étudiés en cinétique RMN et en microstructure a 25 °C. Les deux

promoteurs sont mélangés a deux concentrations (0,5 % PPP + 0,5% 16:0 et 1 % PPP + 1 %
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16:0) de méme que les deux inhibiteurs (0,5 % EtObut + 0,5% 4:0 et 1 % EtObut + 1 % 4:0).
Les cinétiques obtenues sont présentées sur la Figure 104. Sans surprise, les mélanges de
promoteurs accélerent la cristallisation et les mélanges d’inhibiteurs la retardent. Comme
dans la partie précédente (cf. § 3), plus les modulateurs sont concentrés, plus leur effet est
prononcé. La modélisation des courbes par le modele de Gompertz conduit aux parametres
du Tableau 27. Le taux de solide final augmente d’environ 1 % lorsque la concentration en
promoteurs est doublée et diminue d’environ 0,5 % avec la concentration en inhibiteurs. La
vitesse de cristallisation suit la méme évolution qualitative. Le temps d’induction augmente
avec la concentration en inhibiteurs en mélange et diminue avec la concentration en

promoteurs.
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Figure 104 : Cinétique de cristallisation RMN a 25 °C des mélanges de 4 modulateurs. Acide palmitique (16:0), tripalmitine
(PPP), acide butyrique (4:0) et butanoate d’éthyle (EtObut)

Tableau 27 : Paramétres de Gompertz obtenus par la modélisation des cinétiques des mélanges de modulateurs. Acide
palmitique (16:0), tripalmitine (PPP), acide butyrique (4:0) et butanoate d’éthyle (EtObut).

Modele de Gompertz

Fraction a K A 2 finrpary
Modulateurs e (%)* (min)* (min)* r? ajusté
MGLA 0% 111 0,13 33,8 0,995
16: 0,59
6:0 % 11,4 0,32 25,9 0,991
PPP 0,5%
16: 1%
6:0 ’ 12,3 0,42 21,5 0,991
PPP 1%
4:0 0,5 %
0 10,1 0,11 65,8 0,994
EtObut 0,5%
4:0 1%
9,5 0,10 73,3 0,995
EtObut 1%

1 : Taux de solide final (a), vitesse maximale de cristallisation (u) et temps d’induction (A)
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L’étude de la microstructure par microscopie optique permet d’ajouter des éléments de
compréhension quant a la prédominance potentielle d’'un modulateur par rapport a un autre
(Figure 105). Lorsque les deux promoteurs sont ajoutés simultanément a la MGLA, on
observe a la fois des sphérulites denses comme lors de I'ajout de tripalmitine seule et des
cristaux tres petits formant un réseau continu comme lors de I’addition de I'acide palmitique
seul. L'augmentation simultanée de la concentration de ces deux additifs conduit a des

cristaux denses plus nombreux.

'MGLA + 1 % PPP

} ‘ e ,t ‘*

MGLA + 1 % 16:0

Figure 105 : Microstructure des mélanges de MGLA avec addition de tripalmitine (PPP) et acide palmitique (16:0) a
différentes concentrations

La Figure 106 permet de comparer I'ajout individuel de butanoate d’éthyle et d’acide
butyrique a leur ajout simultané. L'ester seul conduit a de petites sphérulites nombreuses
alors que I'acide gras libre conduit a de gros sphérulites peu nombreux. En mélange, I’action
de l'acide butyrique est prépondérante. Les sphérulites obtenues sont de grande taille et
peu nombreuses. Plus la concentration en mélange d’inhibiteurs est importante, plus les

sphérulites sont de taille importante.
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Figure 106 : Microstructure des mélanges de MGLA avec addition de butanoate d’éthyle (EtObut) et acide butyrique (4:0)
a différentes concentrations

4.2. Mélanges d’'un modulateur accélérateur et d’'un modulateur inhibiteur

Les quatre mélanges étudiés ci-aprés associent 1 % d’inhibiteur (acide butyrique ou
butanoate d’éthyle) et 1 % de promoteur (acide palmitique ou tripalmitine). La cinétique de
cristallisation de ces mélanges est comparée a celle de la MGLA seule sur la Figure 107. Il
apparait que le mélange d’acide palmitique et d’acide butyrique est globalement inhibiteur,
alors que tous les autres sont accélérateurs. Les parametres de Gompertz, présentés dans le
Tableau 28, montrent que le taux de solide final est supérieur a celui de la MGLA pour les
mélanges [PPP+EtObut] et [PPP+4:0]. Par rapport a la MGLA seule, la vitesse de cristallisation
augmente pour ces deux mélanges et [16:0+EtObut] et le temps d’induction diminue. Le
mélange [4:0+16:0] se distingue avec un taux de solide final inférieur a celui de la MGLA et

un temps d’induction considérablement augmenté.
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D’un point de vue cinétique :
- la tripalmitine domine les deux inhibiteurs testés,
- le butanoate d’éthyle est dominé par les deux accélérateurs testés,
- L’acide butyrique I'emporte sur I'acide palmitique.
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Figure 107 : Cinétique de cristallisation RMN & 25 °C des mélanges croisés de quatre modulateurs. Acide palmitique
(16:0), tripalmitine (PPP), acide butyrique (4:0) et butanoate d’éthyle (EtObut)

Tableau 28 : Paramétres de Gompertz obtenus par la modélisation des cinétiques des mélanges de modulateurs. Acide
palmitique (16:0), tripalmitine (PPP), acide butyrique (4:0) et Butanoate d’éthyle (EtObut).
Modele de Gompertz

Modulateurs Fraction d X r? ajusté
massique (%)1 (min'l)1 (min)1 |

MGLA 0% 11,1 0,13 33,8 0,995
16:0 1%

4:0 1% 10,1 0,12 63,3 0,994
PPP 1%

12 21,4 2

EtObut 1% /6 0,36 ! 0,99

16:0 1%

EtObut 1% 11,2 0,29 27,5 0,993
PPP 1%

4:0 1% 12,2 0,40 25,9 0,995

Taux de solide final (a), vitesse maximale de cristallisation (u) et temps d’induction (A)

Les observations microscopiques (Figure 108) conduisent a une hiérarchie différente. Le
mélange tripalmitine et butanoate d’éthyle génere de nombreuses petites sphérulites. Ce

résultat était attendu, dans la mesure ou ces deux modulateurs pris individuellement
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conduisent a cette microstructure. Le mélange acide palmitique et butanoate d’éthyle
conduit a de trés petits cristaux, ce qui est également cohérent avec les structures obtenues
avec les modulateurs individuels et I'accélération globale observée avec ce mélange. Les
deux mélanges obtenus avec l'acide butyrique sont en revanche plus originaux. Les
sphérulites obtenues sont dans les deux cas relativement grosses. Il semblerait que I'acide
butyrique, méme s’il est dominé cinétiquement par la tripalmitine, impose trés largement sa
microstructure. On constate également une différence significative dans la distribution
granulométrique des cristaux entre les deux clichés de ces mélanges. Les cristaux formés en
présence d’acide palmitique / acide butyrique présentent une distribution de tailles plus
resserrée que ceux formés en présence de tripalmitine et d’acide butyrique. Dans ce dernier
cas, des petites et des grosses sphérulites cohabitent. Les effets antagonistes des deux
modulateurs ajoutés s’expriment, I'un conduisant a de petits cristaux et I'autre a de gros

cristaux.

1%16:0/1%4:0 1% PPP /1 % EtObut

¥y

Figure 108 : Microstructure des mélanges de MGLA avec addition croisée de butanoate d’éthyle (EtObut), d’acide
butyrique (4:0), d’acide palmitique (16:0) et de tripalmitine (PPP) a 1 %

Quand les quatre modulateurs sont mélangés simultanément, I'effet est globalement

promoteur (Figure 109). Plus précisément, la vitesse de cristallisation et le taux de solide
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final sont supérieurs a ceux de la MGLA seule et le temps d’induction est peu modifié

(Tableau 29).
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Figure 109 : Cinétique de cristallisation RMN a 25 °C des mélanges croisés de quatre modulateurs. Acide palmitique
(16:0), tripalmitine (PPP), acide butyrique (4:0) et Butanoate d’éthyle (EtObut)

Tableau 29 : Paramétres de Gompertz obtenus par la modélisation des cinétiques des mélanges de modulateurs. Acide
palmitique (16:0), tripalmitine (PPP), acide butyrique (4:0) et butanoate d’éthyle (EtObut).

Modele de Gompertz

Fraction a K A A oy
Modulateurs . 2 ol 2 r’ ajusté
massique (%) (%.min™) (min)
MGLA 0% 111 0,13 33,8 0,995
16:0 1%
PPP 1%
11,7 1 4 4
4:0 1% , 0,3 36, 0,99
EtObut 1%

1 : Taux de solide final (a), vitesse maximale de cristallisation (u) et temps d’induction (A)

La microstructure de la Figure 110 présente de tres grosses sphérulites entourées de
nombreuses petites sphérulites. Les modulateurs de cristallisation semblent agir de maniere

indépendante, conduisant a une distribution des cristaux tres large.
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Figure 110 : Microstructure du mélange de MGLA avec addition de butanoate d’éthyle (EtObut), d’acide butyrique (4:0),

4.3.

d’acide palmitique (16:0) et de tripalmitine (PPP) a 1 %

Hypothéses mécanistiques

La compétition mise en ceuvre entre modulateurs accélérateurs et inhibiteurs permet

d’obtenir des informations supplémentaires et de compléter les hypothéses des mécanismes

d’action des modulateurs pris individuellement :

L’acide butyrique ralentit le processus de nucléation. Méme lorsqu’il est associé a un
promoteur comme la tripalmitine, la formation des premiers germes cristallins est
inhibée et la croissance privilégie la formation de grosses sphérulites en nombre
limité.

L'acide palmitiqgue domine le butanoate d’éthyle mais est dominé par l'acide
butyrique. L'acide palmitique seul accélere la nucléation mais limite la croissance
cristalline. Quand I'acide palmitique est mélangé avec I'ester, il favorise la nucléation.
De nombreux nuclei sont formés et bien que la croissance soit retardée par ces deux
modaulateurs, les nombreux germes formés conduisent a une croissance plus rapide
qu’en I'absence de modulateurs. A I'inverse, quand I'acide palmitique est associé a
I'acide butyrique, une compétition se met en place au moment de la nucléation entre
I'acide butyrique qui empéche la formation des nuclei et I'acide palmitique qui la
favorise. Dans nos conditions expérimentales, ces deux modulateurs sont introduits a
la méme concentration massique. Mais si I’on fait intervenir la masse molaire de ces

modulateurs, le nombre de molécules d’acide butyrique introduit dans le mélange
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est beaucoup plus élevé que celui de I'acide palmitique car sa masse molaire est plus
faible. Son effet est donc prépondérant, la nucléation est ralentie et les cristaux
formés sont de grande taille.

— Le butanoate d’éthyle est dominé par I'acide palmitique et la tripalmitine, alors qu’en
tenant compte de sa masse molaire, il est plus concentré que ces deux modulateurs a
longue chaine. Dans les conditions de concentration testées, il ne compense pas
I'effet promoteur de nucléation de l'acide palmitique. Son pouvoir inhibiteur de
croissance est moins important que le pouvoir accélérateur de la tripalmitine.

— La tripalmitine accélere indéniablement la cristallisation. Les clichés de microscopie
obtenus en mélange avec I'acide butyrique confirment I’hypothese précédente : son
action se situe principalement au niveau de la croissance cristalline. L’acide butyrique
inhibe la nucléation et la tripalmitine n’agit pas sur cette étape. En accélérant la
croissance, la tripalmitine accélere globalement la vitesse de cristallisation.

— La comparaison de l'acide palmitique et de la tripalmitine mélangés a I'acide
butyrique prouve I'importance de la nature des fonctions chimiques en présence sur
le mécanisme de croissance. Quand l'acide palmitique est estérifié sur le glycérol
pour former la tripalmitine, il est capable de contrer le caractére inhibiteur de I'acide
butyrique. Quand il est sous forme d’acide gras libre, il s’intéegre moins bien au

réseau et I'effet inhibiteur I'emporte.

Les grosses sphérulites témoignent donc de l'inhibition de la nucléation, possiblement
couplée a une accélération de la croissance. La présence de petites sphérulites est plus
difficilement explicable. Il pourrait s’agir de germes dont la croissance a été limitée par
I'incorporation dans le cristal d’acides gras libres. En générant des défauts d’empilement, les
acides gras libres empécheraient la croissance prolongée des cristaux ou pourraient méme
aller jusqu’a désactiver les sites de croissance a cause de leur téte polaire. Mais il pourrait
aussi s’agir de cristaux d’acides gras formés tardivement. Leur croissance serait alors limitée
par l'appauvrissement du milieu en triglycérides susceptibles de cristalliser, car déja

incorporés dans d’autres cristaux.

Le Tableau 30 résume les actions des modulateurs individuels et en mélange sur la cinétique
de cristallisation et la microstructure de la MGLA ainsi que les hypothéses quant aux

mécanismes d’action des modulateurs sur les étapes de nucléation ou de croissance.
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Tableau 30 : Synthése de I'action des modulateurs de cristallisation, seuls (1 %) et en mélanges croisés (1 %
d’accélérateur +1 % d’inhibiteur)

Microstructure Cinétique (RMN) Mécanisme possible
Taille Nombre I.Temp? \./ites:<;e d.e su[’ Ia. s.ur la
d’induction cristallisation nucléation croissance

MGLA 0 0 0 0 0 0
PPP - + - + (+) +
16:0 -- ++ - + + (-)
4:0 + - ++ - - -
EtObut - + = - (+) -
PPP +4:0 + - - + - +
PPP + EtObut - + - + (+) +

16:0 + 4:0 + - ++ = - (+)
16:0 + EtOBut - + - + + =
PPP + 16:0 + 4:0 + EtObut +/- + + + - +

+:augmente. — diminue. ++ augmente fortement. — diminue fortement. () effet faible. = sans effet.

5. Influence des modulateurs sur la cristallisation de la matiére grasse

laitiere lors d’un refroidissement dynamique a 5 °C

Dans les parties précédentes, l'effet des modulateurs a été observé a 25 °C, une
température favorable a leur action car la surfusion de la MGLA est faible. Dans la
littérature, il est souvent avancé que les additifs ont moins d’effet aux plus grands degrés de
surfusion, car leur probabilité de s’intégrer aux sites en croissance serait plus faible [26].
L'objectif de cette partie est donc de déterminer si les composés mineurs étudiés dans le
cadre de cette thése sont encore efficaces lors de la cristallisation de la MGLA a 5 °C, avec un
refroidissement dynamique et rapide et un degré de surfusion élevé. En raison des
contraintes imposées par chacune des techniques d’étude utilisées, deux cas de
cristallisation ont été mis en ceuvre :

- le refroidissement par trempe de la MGLA fondue a 80 °C et placée a 5 °C suivi d’un

palier isotherme a cette température ;
- le refroidissement en rampe rapide et contrélée a -5 °C/min, jusqu’a 5 °C, d’autre

part.

5.1. Refroidissement de la matiére grasse laitiére par trempe a 5 °C
5.1.1. Cinétique de cristallisation de la matiére grasse laitiére

L’évolution du taux de solide mesuré par RMN lors de la cristallisation a 5 °C est comparée a

la cristallisation a 25 °C sur la Figure 111. La cristallisation a 5 °C se déroule en deux étapes
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avec un temps d’induction réduit a quelques minutes. La vitesse de cristallisation est
beaucoup plus importante et le taux de solide final atteint environ 58 %.
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60 - 5°C
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N
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Figure 111 : Evolution du taux de solide de la MGLA au cours de sa cristallisation par trempe & 5 °C et isotherme & 25 °C

Le modele de Gompertz adapté aux cinétiques en deux étapes par Vanhoutte (éq. 25) (cf.
Chapitre 1 § 1.5.2.2) est ajusté aux courbes de taux de solide (Figure 112). Mais ce modele
est adapté aux cinétiques dont la premiéere étape démarre sans temps d’induction. Or, dans
notre cas, la température de cristallisation n’étant pas instantanément atteinte, il existe un
délais avant la premiére étape. Une adaptation du modele double de Gompertz est

proposée, intégrant un temps d’induction dans la premiere étape :

U, .e U,.e

SFC(t) = a; X exp {—exp[ Ly -0+ 1]} + a, X exp {—exp [2— 1, -t + 1]} (Eq. 60)
ap a

Comme précédemment, a est le taux de solide final, u la vitesse maximale et A le temps

d’induction, les indices 1 ou 2 se référant au premier et au second régime de la cinétique. Ce

modele, également représenté sur la Figure 112 est bien plus performant que le précédent.

Il comporte un parametre ajustable de plus (six contre cing), mais son coefficient r?,e est

bien meilleur (>0,999). Ce modéle sera donc retenu pour modéliser les courbes de

cristallisation par la suite.
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Figure 112 : Cinétique de cristallisation de la MGLA par trempe a 5 °C. Points expérimentaux, modélisation par le modéle
de Gompertz a deux étapes proposé par Vanhoutte [20] et par un modéle double de Gompertz

Quand les modulateurs de cristallisation sont ajoutés a hauteur de 1 %, l'effet sur Ila
cinétique de cristallisation est bien moins important qu’a 25 °C (Figure 113). Visuellement,
certaines molécules ont peu d’effet, d’autres modifient la hauteur du premier palier (16:0,
18:0), d’autres la hauteur des deux paliers (20:0, PPP). L'acide arachidique et la tristéarine
semblent accélérer la 2° étape. Les résultats obtenus aprés modélisation par le modéle
double de Gompertz sont présentés dans le tableau 31. Le taux de solide final est du méme
ordre de grandeur pour les acides gras a chaine longue et saturée, i.e. acides palmitique,
stéarique et arachidique (59%). Il est trés légérement diminué par I'ajout d’acides gras dont
la taille de la chaine est inférieure a 14 carbones (55,4-56,7% vs 57,6% pour la MGLA seule)
et par I'acide oléique (56,9%). Pour ce qui est des triglycérides, la tristéarine modifie trés peu
le taux de solide final et la tripalmitine l'augmente de deux points. Pour tous les
modulateurs, la premiere étape est tres rapide. La vitesse est de I'ordre de 4 % par minute,
soit 20 fois supérieure aux vitesses observées a 25 °C (Tableau 16). L’acide palmitique est le
modulateur qui impacte le plus la vitesse de cette premiere étape, en I'augmentant de 1 %
par minute. Il influence aussi de maniére significative le temps d’induction de la premiére
étape, sa cristallisation débutant une minute plus t6t (4,1 min contre 5,1 min pour la MGLA
seule). Ce temps d’induction est 6 fois moins élevé que celui observé pour ce modulateur a
25 °C (Tableau 16). La tripalmitine influence aussi la vitesse de cristallisation et le temps

d’induction de la méme maniére que I'acide palmitique mais a un degré moindre.
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Figure 113 : Cinétique de cristallisation par trempe a 5 °C de la MGLA avec addition de 1 % d’acides gras libres ou de
triglycérides : acide propionique (3:0), acide butyrique (4:0), acide hexanoique (6:0), acide laurique (12:0), acide oléique
(18:1), acide myristique (14:0), acide palmitique (16:0), acide stéarique (18:0), acide arachidique (20:0), tripalmitine (PPP)
et tristéarine (SSS)

Tableau 31 : Paramétres cinétiques de Gompertz (modéle double) des mélanges de MGLA avec 1 % de modulateurs par
trempe a 5 °C : hauteur du palier (a) vitesse maximale (u) et temps d’induction (A). Les indices 1 et 2 renvoient
respectivement au premier et au second palier.

dai M A a M2 A, SFCmax r? ajusté
(%) (%.min")  (min) (%) (%.min")  (min) (ar+ay) (%)

MGLA 40,5 4,19 51 17,1 0,40 26,0 57,6 0,999
3:0 39,5 4,03 53 16,9 0,50 27,3 56,4 0,999
4:0 39,8 4,21 51 16,8 0,48 26,2 56,6 0,999
6:0 39,9 4,31 5,0 16,7 0,48 26,2 56,7 0,999
12:0 39,2 3,87 5,2 16,2 0,41 29,7 55,4 0,999
14:0 39,7 4,11 4,9 16,1 0,36 28,4 55,8 0,999
16:0 42,8 5,21 4,1 15,9 0,34 25,3 58,8 0,999
18:0 42,9 4,50 4,8 16,0 0,33 26,8 59,0 0,999
18:1 39,7 4,21 5,2 17,2 0,44 24,8 56,9 0,999
20:0 37,7 4,73 5,2 21,2 0,47 10,4 59,0 0,999
PPP 42,6 4,64 4,4 16,8 0,41 27,2 59,4 0,999
SSS 35,6 4,19 4,8 21,6 0,58 12,1 57,2 0,999

Il est important de noter que méme si la diminution de la température est tres rapide dans

le tube RMN, la température de 5 °C n’est pas atteinte instantanément. La Figure 114
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montre I'évolution de la température dans le tube de RMN. On observe un événement
exothermique d0 a I'énergie dégagée au cours de la cristallisation de la matiere grasse

(Insert, Figure 114).
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Figure 114 : Evolution de la température dans le tube de RMN mesurée & I'aide d’un capteur a fibre optique au cours de la
cristallisation de la MGLA (Température de consigne : 5 °C). Insert : focus sur I’événement exotherme

Sur la Figure 115, I’évolution du taux de solide est représentée non plus en fonction du
temps, mais de la température. Ainsi, il est possible de déterminer la température a laquelle
le taux de solide commence a étre mesurable. Pour la MGLA seule, le taux de solide dépasse
1 % quand la température (Tonset) passe en dessous de 18,4 °C. Cette figure révele également
que la seconde étape de cristallisation détectée quand le taux de solide passe de 45 a 55 %

(Figure 111) correspond au temps de I'événement exothermique observé sur la Figure 114.
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Figure 115 : Evolution du taux de solide de la MGLA seule suivi par RMN en fonction de la température, au cours du
refroidissement par trempe de 80 °Ca 5 °C
Les courbes obtenues aprés addition d’acides gras libres ou de triglycérides a 1 % sont
présentées sur la Figure 116 pour les modulateurs les plus représentatifs des variations
observées. La température pour laquelle le taux de solide dépasse 1 % (Tonset) Obtenue pour
chaque modulateur est présentée dans le Tableau 32. Deux modulateurs augmentent la
température de début de cristallisation (+ 2 °C pour SSS et + 1,5 °C pour 20:0 par rapport a la
MGLA seule) et induisent une étape de cristallisation supplémentaire, préliminaire a la
cristallisation principale. Cette étape est trés rapide et d’une intensité faible, ce qui explique
gu’elle ne soit pas clairement identifiée en suivant I’évolution du taux de solide dans le
temps. La représentation du taux de solide en fonction de la température, comme sur la
Figure 116, permet de mieux visualiser la premiere étape de cristallisation, entre 0 et 40 %
de taux de solide. Les acides gras a chaine courte ne modifient pas I'allure de la courbe, mais
la décalent légérement vers des températures plus basses (acide butyrique, par exemple).
Au contraire, les longues chaines saturées ou insaturées la décalent légerement vers les plus

hautes températures (acide stéarique, par exemple).
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Figure 116 : Evolution du taux de solide de la MGLA en mélange avec 1 % de modulateurs, en fonction de la température,
au cours du refroidissement par trempe de 80 °C a 5 °C, suivi par RMN

Tableau 32 : Température de début de cristallisation (T,,s..) déterminée pour une teneur en solide de 1 % de la MGLA
seule et en mélange avec 1 % de modulateurs.
Modulateur‘ MGLA 3:0 4:0 6:0 8:0 12:0 14:0 16:0 18:1 18:0 20:0 PPP SSS

Vamsei ‘ 18,4 16,8 17,5 17,3 18,0 18,5 19,0 18,0 18,4 18,6 20,9 18,4 21,2

5.1.2. Etude la nanostructure de la matiére grasse laitiére

Les modulateurs peuvent donc impacter indépendamment I'une ou l'autre des deux étapes
de la cristallisation a 5 °C. Pour identifier les formes polymorphiques associées a chacune de
ces deux étapes, la MGLA est analysée en diffraction des rayons X, dans des conditions de
cristallisation semblables. La Figure 117 présente les diffractogrammes obtenus lors de la
cristallisation de la MGLA a 5 °C. Les spectres, numérotés de A a F, correspondent a
différents stades de la cristallisation isotherme : a l'instant initial quand la matiére grasse est
complétement fondue (A), au cours de la premiére étape (B a D), de la seconde étape et du
plateau final (E et F). L’évolution des pics en WAXS est détaillée sur la Figure 118. Un pic
intense a 4,12 A, correspondant a la forme polymorphique a apparait aprés 10 minutes de
cristallisation. Puis, son intensité diminue et, aprés 30 min de cristallisation, un pic a 3,83 A
se forme. Ce pic correspond a la forme B’. Le second pic de la forme B’ est bien visible pour

les plus longs temps de cristallisation. Des traces de la forme B (4,65 A) sont également
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présentes. L’évolution de I'intensité relative des pics des formes a (4,12 A) et B’ (3,83 A)
(Figure 118B) montre que la disparition de la forme a est concomitante a la formation de la

forme B’.

Taux de solide (%)

100
Temps [min)

q(A)

Figure 117 : Diffractogramme WAXS de la MGLA au cours du refroidissement par trempe de 80 °C a 5 °C. Les lettres
majuscules coincident avec les phases de la cristallisation étudiée en RMN en insert.
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Figure 118 : Suivi de la cristallisation au cours du refroidissement par trempe de 80 °C a 5 °C de la MGLA par diffraction
des rayons X aux grands angles de diffraction. A. Diffractogrammes WAXS. B. Evolution de I'intensité maximale des pics,
normalisée a 100 % des pics des formes o et B’ de la MGLA.
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Aux petits angles de diffraction, une transition de phase est également observée (Figure
119). Les pics des différents ordres de diffraction de la forme 3L (dgo3 = 23,8 A, dooa= 17,9 A
et doos = 14,3 A) correspondant a une longueur élémentaire dgo; = 71,5 A (obtenue par
extrapolation) se forment aux temps courts. Puis, les pics de cette forme 3L 71,5 A
diminuent en intensité et de nouveaux pics se forment a 21,5 A et 13,3 A. Ces derniers
pourraient correspondre respectivement a une nouvelle forme 3L (pics 3Lg3 et 3Logs) de
distance élémentaire 66,4 A ou a une forme 2L (pics 2Lgoz et 2Lge3) de distance élémentaire
40 A. Uéchantillon n’étant pas étudié réellement en SAXS, mais aux plus petits angles
obtenus en WAXS, les raies élémentaires correspondant aux distances dgo; qui permettraient
de trancher entre ces deux formes ne sont pas visibles. Le premier pic visible aux plus petites
valeurs de g n’est d’ailleurs pas considéré, car étant en partie masqué par la piece
métallique qui protege des rayons directs, il n’est pas possible de déterminer la distance

correspondant au milieu du pic.
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Figure 119 : Suivi de la cristallisation au cours du refroidissement par trempe de 80 °C a 5 °C de la MGLA par diffraction
des rayons X aux petits angles de diffraction

Dans la littérature, la cristallisation de la MGLA dans les conditions similaires [7] étudiée en
SAXS montre la disparition d’une forme 3L 70,5 A et la formation des deux formes : 2L (39 A)

et 3L (66 A). Nos distances étant similaires, la transition polymorphique observée serait donc
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une transition de la forme 3L (71,5 A) vers les deux formes possibles, 3L (66,4 A) et 2L (40 A).
La diminution de I'épaisseur de la couche 3L de 71,5 A 4 66,4 A correspondrait a I'inclinaison
des chaines des triglycérides, qui se produit lors du passage de la forme a a la forme B’ [7].
La forme 2L de période 39 A correspondrait aussi a une forme inclinée (sinon elle serait

plutdt de I'ordre de 45 A) [7].

L’étude de la nanostructure nous permet donc de décrire les structures cristallines associées
aux deux étapes de la cristallisation suivie en RMN (Figure 120). La diminution de
température trés rapide de 60 °C a 5 °C conduit a la formation de cristaux a avec un
empilement 3L. Des triglycérides variés sont susceptibles de cristalliser a cette température
et la forme a-3L conduit a un réseau assez lache permettant la coexistence de molécules
avec des longueurs de chaines différentes dans les mémes cristaux. Puis, une partie des
triglycérides subit une transformation vers la forme B’-2L ou B’-3L. Le monotropisme des
triglycérides rend cette transition irréversible. La persistance de la forme a révéle une
ségrégation des triglycérides : ceux qui subissent la transition de phase vers la forme B’ et

ceux qui recristallisent sous forme a-3L, comme observé précédemment [7].
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Figure 120 : Polymorphes formés au cours du refroidissement par trempe de 80 °C a 5 °C de la MGLA

L'acide palmitique a 1 % ne modifie pas la nature des cristaux aprés 30 minutes de
cristallisation (Figure 121). Mais il semble stabiliser la forme a-3L (71,5 A), car I'intensité du
pic correspondant a la forme a et a la forme 3L est plus importante pour le mélange que

pour la MGLA seule. En stabilisant cette forme, I'acide palmitique semble ralentir la
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transition polymorphique, car l'intensité du pic de la forme B’ est plus faible que pour la

MGLA seule.
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Figure 121 : Diffractogrammes de la MGLA et du mélange MGLA + 1% d'acide palmitique (16:0) obtenus aprés 30 min de
cristallisation a 5 °C. A. Aux grands angles B. Aux petits angles

5.1.3. Etude de la microstructure de la matiére grasse laitiére a 5 °C

Les mélanges de MGLA et de modulateurs sont observés a 5 °C apres 4 h de cristallisation a
cette température, entre lame et lamelle. Les clichés obtenus pour certains modulateurs
représentatifs sont présentés sur la Figure 122. Le taux de solide étant beaucoup plus élevé
que lors des observations a 25 °C, la microstructure observée est tres différente. Les cristaux
sont trés petits et le réseau solide est continu. Il n’est plus possible de déterminer la
granulométrie des cristaux, car ils sont tous au contact. L'influence des modulateurs sur la
morphologie des cristaux est donc moins évidente qu’a 25 °C. Il est néanmoins possible
d’observer qualitativement quelques différences dans le réseau continu. En présence d’acide
hexanoique et d’acide oléique, on note des zones brillantes plus grandes, suggérant la
présence de plus gros cristaux. C'est également le cas pour I'acide propionique et 'acide
butyrique (Annexe 13). A I'inverse, le réseau formé en présence d’acide palmitique semble
plus uniforme et constitué de cristaux plus petits que dans la MGLA seule. Pour la
tripalmitine, il est visuellement difficile de distinguer des différences de microstructure avec

la MGLA seule.
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50 pm

Figure 122 : Observations en microscopie a lumiére polarisée des mélanges MGLA avec 1% de modulateurs cristallisés a 5
°C pendant 4 h

La dimension fractale du réseau de cristaux a été évaluée pour chacun des mélanges de
MGLA et de modulateur. Les résultats présentés en annexe 14 indiquent une dimension
fractale de I'ordre de 1,79 pour la MGLA seule, soit une valeur légérement inférieure a la
valeur de 1,87 de la littérature [27], déterminée par la méme méthode du comptage de
boite. En présence de modulateurs, les valeurs restent trés proches, i.e. comprises entre

1,72 et 1,85.
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5.1.4. Profil thermique de cristallisation de la matiére grasse laitiere

L’étude par DSC de la matiére grasse lors du refroidissement controlé permet de mettre en
évidence les événements thermiques qui se produisent lors de la descente en température.
Un refroidissement rapide, de -5 °C par minute, est appliqué a la MGLA fondue. Aucun
événement n’est observé entre 80 °C et 30 °C. La suite du refroidissement est présentée sur
la Figure 123. Deux pics exothermiques, centrés en 14,6 °C puis 9,6 °C sont clairement
observables. Dans la littérature, ces pics sont généralement considérés comme Ila
cristallisation de deux fractions distinctes de triglycérides [9,28]. Pour des refroidissements
plus lents, un ou deux pics exothermiques supplémentaires peuvent étre observés [29]. Des
études de cristallisation de la MGLA couplant la calorimétrie et la diffraction des rayons X,
pour la méme rampe de température (-5 °C/min) [28,29] permettent d’associer le premier
exotherme a la formation de cristaux a, avec un empilement longitudinal des triglycérides
sous la forme 2L (46 A) et 2L (38,5 A). Le second pic correspondrait lui aussi & une forme a,

mais avec un empilement 3L (72 A).

La Figure 123 présente également l'intégration du signal enthalpique en fonction de la
température. Cette courbe est souvent interprétée comme I’évolution de la cristallinité de
I’échantillon en supposant que toutes les fractions et tous les polymorphes ont la méme
enthalpie de cristallisation, ce qui n’est pas rigoureusement exact. Néanmoins, en premiere
approximation, cette courbe cumulée peut étre comparée a celle du taux de solide en
fonction de la température lors de la cristallisation isotherme a 5 °C (Figure 115). Cela
suggére que les deux pics de cristallisation observés en DSC sont inclus dans la premiére
étape de cristallisation isotherme en RMN. Ainsi, la premiére étape de cristallisation
observée en RMN comporterait la cristallisation d’au moins deux fractions différentes, sous
la forme a. La cristallisation de la premiére fraction ne serait pas visible sur la courbe RMN
en fonction du temps, car elle concerne une faible fraction de la MGLA. Elle n’est pas non
plus caractérisable en diffraction des rayons X a cause du temps d’acquisition de 10 min. Ce
résultat suggére I'existence d’'une forme métastable qui se forme et disparait rapidement,

comme cela a été observé dans d’autres études sur la MGLA [7].
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Figure 123 : Profil thermique de la MGLA au cours du refroidissement dynamique (5 °C/min) et interprétation des pics
avec les données de diffraction des rayons X [28,29]

Les thermogrammes obtenus pour les mélanges de MGLA et d’acides gras libres a chaines
longue et saturée (>14 carbones) et de triglycérides trisaturés sont présentés sur la Figure
124 et la Figure 125, respectivement. L'effet des acides gras a chaine courte et de I'acide
oléique est présenté sur la Figure 126. Les paramétres thermiques obtenus avec I'ensemble
de ces modulateurs sont reportés dans le Tableau 33. L'ajout de modulateurs a longue
chaine saturée conduit a 'augmentation de la température de début de cristallisation qui
passe de 16,5 °C a 20 °C. De plus, cette température augmente avec la longueur de la chaine
carbonée. Cette augmentation est particulierement visible pour I'acide stéarique (18:0)
+2,5 °C et 'acide arachidique (20:0) +3,5 °C. La méme évolution est observée au niveau de la
température au sommet du premier pic. Son décalage est assez faible pour les 14:0, 16:0 et
18:0 (+0,2 a +0,5 °C), mais présente un saut de 3 °C pour le 20:0. Qualitativement, plus la
chaine du modulateur est longue, plus l'intensité de ce premier pic diminue et plus le pic
s’élargit jusqu’a présenter un dédoublement avec I'acide arachidique (20:0). Ce modulateur

pourrait induire une ségrégation des fractions qui cristallisaient simultanément en a-2L 46 A
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et a-2L 38,5 A pour la MGLA seule. En présence d’acide arachidique (20:0), ces fractions
pourraient présenter des températures de cristallisation plus résolues et donc cristalliser

séparément.

Les modulateurs sous forme de triglycérides trisaturés décalent également la température
de début de cristallisation et la température du sommet du premier pic. L'effet est plus
marqué pour la tristéarine, qui décale le premier pic de +4 °C, que pour la tripalmitine
(+1 °C). l'intensité de ce pic nous amene a penser qu’il n’est pas constitué de tristéarine
seulement, mais aussi de triglycérides de la MGLA. Le décalage de ce pic vers des
températures plus élevées pour la tristéarine et 'acide arachidique est en accord avec les
résultats de RMN (Figure 116 et Tableau 32) ou ces modulateurs augmentent
significativement la température de début de cristallisation lors du refroidissement par

trempe, avec la formation d’un nouveau pic.

Lors de l'ajout d’acides gras a chaine courte ou a chaine insaturée, le premier pic de
cristallisation est décalé vers les plus basses températures. Le début de la cristallisation est
abaissé de 0,5 °C pour 'acide propionique et I'acide octanoique et de 1,5 °C pour l'acide
oléique, I'acide butyrique et I'acide hexanoique. La température du maximum du pic est peu

impactée (-0,3 a-0,5 °C).

Quelle que soit la nature du modulateur, le pic principal de cristallisation, i.e. le deuxieme pic
de la cristallisation en DSC, est moins impacté par I'ajout des modulateurs. Seuls I'acide
palmitique et la tripalmitine décalent légerement le sommet du pic vers les plus hautes

températures.

L’enthalpie de cristallisation au cours de la rampe est aussi modifiée par lI'ajout des
modulateurs. Les chaines courtes ou insaturées diminuent I’enthalpie, alors que les acides

gras a chaines longues et saturées et les triglycérides étudiés augmentent cette enthalpie.
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Figure 124 : Thermogrammes de la MGLA seule et en mélange avec 1 % d’acide myristique (14:0), d’acide palmitique
(16:0), d’acide stéarique (18:0) ou d’acide arachidique (20:0), obtenus par DSC lors du refroidissement dynamique a -5
°C/min.
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Figure 125 : Thermogrammes de la MGLA seule et en mélange avec 1 % de tripalmitine (PPP) ou de tristéarine (SSS)
obtenus par DSC lors du refroidissement dynamique & -5 °C/min.
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Figure 126 : Thermogrammes de la MGLA seule et en mélange avec 1 % de modulateur : acide oléique (18:1), acide
laurique (12:0), acide octanoique (8:0), acide hexanoique (6:0), acide butyrique (4:0) ou acide propionique (3:0), obtenus

Tableau 33 : Paramétres thermiques déterminés en DSC pour un refroidissement de -5 °C/min

par DSC lors du refroidissement dynamique é -5 °C/min.

de la MGLA seule et en mélange avec 1 % de modulateur de cristallisation

Tem’perature Température Température Enthalpie de
Modulateur .deblft d? pic1 pic 2 cristallisation
cristallisation

(°c) (°c) (°c) (/8)
MGLA 16,5 14,6 9,6 -35,4
3:0 16,0 14,1 9,0 -33,5
4:0 15,0 14,0 9,0 -33,2
6:0 15,1 14,1 9,3 -33,9
8:0 16,0 14,3 8,6 -32,2
12:0 16,6 14,5 9,0 -34,6
14:.0 17,0 14,8 9,3 -35,7
16:0 17,0 15,1 11,1 -36,8
18:0 19,0 14,8 9,5 -36,3
18:1 15,2 14,3 9,4 -34,4
20:0 20,0 17,4 9,7 -36,5
PPP 17,5 15,6 9,4 -36,1
SSS 19,9 18,7 11,0 -36,4

5.1.5. Profil rhéologique de la MGLA au cours de la cristallisation dynamique

(-5 °C/min)

L’évolution du module élastique et du module visqueux de la MGLA, déterminés en

rhéologie aux petites oscillations en cours de refroidissement dynamique a -5 °C/min est

présentée Figure 127. Aux températures élevées, la matiére grasse est completement

fondue et son module élastique est faible (<1 Pa). Quand la température atteint 8 °C, le
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module élastique augmente trés rapidement. Arbitrairement, on choisit pour température
d’induction celle pour laquelle G’ dépasse 1 Pa. Les courbes de G’ et G se croisent a 7,2 °C.
Il s’agit donc de la température pour laquelle le réseau solide percole et le caractére

élastique I'emporte.
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Figure 127 : Evolution des modules élastique (G’) et visqueux (G”’) de la MGLA au cours du refroidissement a -5 °C/min.
Détermination graphique de la température d’induction pour G’=1 Pa (Tind)
Les courbes de I’évolution du module élastique G’ lors de I'ajout des différents modulateurs
de cristallisation sont présentées sur la Figure 128. Le Tableau 34 synthétise les parametres
rhéologiques correspondants. On notera tout d’abord que la valeur finale du module
élastique est proche pour I'ensemble des modulateurs, de I'ordre de 5.10° Pa. Les courbes
de cristallisation obtenues en présence d’acides gras dont les chaines sont inférieures a 12
carbones et 'acide oléique sont décalées vers les basses températures par rapport a la
MGLA seule (Figure 128A). La température pour laquelle la pente de G’ est maximale (Tc) est
inférieure a celle de la MGLA seule quand ces modulateurs sont ajoutés. A I'inverse, les
acides gras a chaine longue (>14 carbones) décalent les courbes vers les températures plus
élevées (Figure 128B). La tristéarine et la tripalmitine décalent encore davantage les courbes
vers les hautes températures (Figure 128C), avec des températures d’induction de 11,3 °C

pour la tristéarine et de 9,8 °C pour la tripalmitine.

Pour tous les modulateurs, la température d’induction est inférieure a celles obtenues en
DSC et en RMN. Cette différence peut s’expliquer par le fait que I'élasticité ne dépend pas
seulement de la présence de cristaux, mais également de leur connectivité, comme indiqué

précédemment. Il faut en effet que des connexions se forment entre les cristaux et que les

178



Partie 1 : Cristallisation en phase continue

amas de cristaux atteignent une taille caractéristique suffisante pour que le module

élastique du matériau croisse significativement.
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Figure 128 : Evolution du module élastique de la MGLA lors de son refroidissement dynamique (-5 °C/min) en présence de
modulateurs a 1%. A.MGLA avec 1 % d’acide propionique (3:0), d’acide butyrique (4:0), d’acide hexanoique (6:0) ou
d’acide laurique (12:0). B. MGLA avec 1 % d’acide myristique (14:0), d’acide palmitique (16:0) ou d’acide stéarique (18:0).
C. MGLA avec 1% de tripalmitine (PPP) ou de tristéarine (SSS)
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Tableau 34 : Paramétres rhéologiques de la cristallisation de la MGLA en mélange avec 1 % de modulateur. Temps
d’induction G’=1 (T,4), Température pour laquelle G’=G” (T, pente maximale de la courbe (dG’/dT) et sa température
correspondante (Tc). Module élastique final (G’max)

modulateur Tind T dG'/dT Tc G' max
(°C) (°C) (Pa/°C) (°C) (Pa)

MGLA 7,9 7,2 2,7.10° 6,3 4,8.10°
3:0 7,6 6,1 -3,2.10° 5,7 4,8.10°
4:0 8,2 6,2 -3,0.10° 5,4 4,5.10°
6:0 8,4 8,2 -3,3.10° 5,5 5,0.10°
12:0 8,8 7,1 -3,4.10° 6,0 5,4.10°
14:0 8,2 7,3 -2,7.10° 6,6 4,6.10°
16:0 8,4 7,2 -3,0.10° 6,5 5,1.10°
18:1 8,1 7,0 -2,9.10° 59 4,5.10°
18:0 9,8 9,5 -2,9.10° 6,9 5,2.10°
PPP 9,8 9,5 -3,1.10° 7,3 5,1.10°
SSS 11,3 9,0 -1,2.10° 7,9 4,5.10°

5.1.6. Fusion (+5 °C/min) de la matiére grasse seule ou en mélange aprés une

cristallisation rapide (-5 °C/min) et une isotherme a 5 °C (30 min)

Suite a la cristallisation dynamique, les échantillons subissent un palier isotherme de 30 min
a 5°C, avant d’étre fondus au cours d’'une rampe de chauffage a +5°C/min. Le
thermogramme obtenu pour la fusion de la MGLA seule est présenté sur la Figure 129. Le
profil thermique est composé d’'un premier pic endothermique de fusion jusqu’a 10 °C, puis
d’un pic endothermique entre 10 et 20 °C auquel se superpose un signal exotherme entre 13
et 19 °C et un pic endothermique final de 20 a 34 °C. Le signal exothermique est interprété
comme une transition de phases des formes instables vers les formes stables. Ces différents
événements sont comparés aux études dans lesquelles des analyses de diffraction des
rayons X ont été réalisées au cours du chauffage [5,28,29]. Le premier pic endothermique
correspondrait a la fusion d’une premiere fraction cristallisée sous la forme a. Puis, le pic
exothermique serait dd a la transition de phase de cristaux a vers des cristaux B’. Le dernier

pic endothermique viendrait de la fusion de la fraction haut point de fusion sous forme f’

[28]. Les hypotheses quant aux formes polymorphiques sont reportées sur la Figure 129.

Apres la cristallisation rapide et le palier isotherme court, le systeme n’est pas a I’équilibre.
La transition de phase de la forme a vers la forme B’ commence au cours des 30 minutes en
régime isotherme, mais elle n’est pas compléte. Dans la littérature, quand la rampe de
chauffage est imposée directement aprés la cristallisation dynamique, le pic exothermique
d( a la transition de phase est plus important [28,29]. A I'inverse, il ne se produit plus quand

la durée de l'isotherme est importante (>100 h [7]) car la transition de phase de la forme a a

180



Partie 1 : Cristallisation en phase continue

la forme B’ est achevée avant la chauffe. Notre cas est un cas correspond a une situation

intermédiaire ou la transition de phase a commencé mais n’est pas compléte.

L'intégration de la courbe conduit a une enthalpie globale de fusion de 65,2 J/g, valeur
beaucoup plus élevée en valeur absolue que I'enthalpie de cristallisation au cours de la
rampe a -5 °C/min. La cristallisation s’est donc poursuivie au cours des 30 minutes en mode

isotherme a 5 °C.
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Figure 129 : Thermogramme de fusion de la MGLA (+5 °C/min) établi apreés cristallisation & -5°/C suivie d’une isotherme a
5 °C pendant 30 min. Formes cristallines déduites de [7,28,29]. Fraction haut point de fusion (HMF) moyen point de fusion
(MMF) et bas point de fusion (LMF)

L'addition de modulateurs de cristallisation a 1 % ne perturbe pas l'allure générale du
thermogramme de fusion de la MGLA (Figure 130, Figure 131 et Figure 132). L’ajout d’acides
gras libres (Figure 130, Figure 131) ne modifie pas la température finale de fusion (Tableau
35). Il est difficile d’interpréter les enthalpies globales de fusion, dans la mesure ou les deux
phénomeénes qui interviennent au cours du chauffage (fusion et transition de phase) sont
antagonistes d’un point de vue énergétique. Une enthalpie plus faible en présence d’un
modulateur ne peut étre interprétée comme une cristallinité moins importante. En
revanche, la Figure 132 montre qu’en présence de triglycérides trisaturés, la température de
fin de fusion augmente. L'épaulement correspondant a la fusion de la fraction haut point de
fusion se prolonge et les cristaux de cette fraction fondent a plus haute température. L’ajout
de triglycérides n’étant que de 1 %, cette zone exothermique ne peut étre seulement di a la
fusion du triglycéride saturé ajouté. On en déduit donc qu’a cette vitesse de cristallisation, la

tripalmitine et la tristéarine forment des cristaux mixtes avec les triglycérides a haut point de
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fusion de la MGLA. La compatibilité de leurs longueurs de chaines, ainsi que la vitesse de

refroidissement appliquée conduisent la fraction de matiere grasse et I'additif a cristalliser

ensemble.
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Figure 130 : Profil de fusion de la MGLA seule et en présente de 1 % d’acide myristique (14:0), d’acide palmitique (16:0),
d’acide stéarique (18:0) ou d’acide arachidique (20:0), lors du chauffage & +5 °C/min apreés cristallisation & -5 °C/min et
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Figure 131 : Profil de fusion de la MGLA seule et en présente de 1 % d’acide propionique (3:0), d’acide butyrique (4:0),
d’acide hexanoique (6:0), d’acide octanoique (8:0), d’acide laurique (12:0) ou d’acide oléique (18:1), lors du chauffage a
+5 °C/min apreés cristallisation & -5 °C/min et isotherme de 30 min a 5 °C
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Figure 132 : Profil de fusion de la MGLA seule et en présente de 1 % d’acide palmitique (16:0), d’acide stéarique (18:0)
de tripalmitine (PPP) ou de tristéarine (SSS), lors du chauffage a +5 °C/min aprés cristallisation a -5 °C/min et isotherme
de30mina5 °C

Tableau 35 : Paramétres thermiques déterminés en DSC pour un chauffage de +5 °C / min de la MGLA et des mélanges
avec 1 % de modulateurs aprés un refroidissement & -5 °C/min et une isotherme de 30 minutes a 5 °C

5.2.

Température Enthalpie de
Modulateur fin de fusion fusion
(°) (/g)
MGLA 35,2 65,2
3:0 35,2 63,8
4:0 35,0 63,9
6:0 35,1 64,3
8:0 35,6 61,1
12:0 35,5 62,6
14:0 35,6 61,7
16:0 35,1 59,2
18:0 35,5 60,0
18:1 35,0 60,8
20:0 35,5 61,7
PPP 37,0 62,7
SSS 40,0 66,2

Impact des modulateurs de cristallisation sur le profil de fusion RMN, apres

cristallisation isotherme a 5 °C pendant quatre jours

Dans les conditions du paragraphe précédent, I'équilibre thermodynamique de cristallisation
n’est pas atteint lorsque la rampe de chauffage est amorcée. L'effet de 1 % de modulateur
reste assez limité dans ces conditions. Dans cette partie, les mélanges de MGLA et de
modulateurs sont étudiés en RMN. Le profil de fusion est établi aprés quatre jours en

conditions isothermes a 5 °C, pour des concentrations variables en modulateur. Les figures
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133, 134 et 135 montrent les profils de fusion RMN obtenus respectivement en présence de
tripalmitine, d’acide oléique et d’acide stéarique.

Pour toutes les températures de fusion, la présence de tripalmitine ou d’acide stéarique
augmente le taux de solide. A I'inverse, pour I'acide oléique, le taux de solide diminue avec
la concentration en additif, pour chaque température de fusion. De fait, la substitution de la
MGLA, par un modulateur solide augmente le taux de solide. Réciproquement, la

substitution de la MGLA, par un modulateur liquide diminue le taux de solide.

60
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Figure 133 : Profil de fusion du mélange MGLA / tripalmitine (PPP) a différentes concentrations
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Figure 134 : Profil de fusion du mélange MGLA / acide oléique (18:1) a différentes concentrations
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Figure 135 : Profil de fusion du mélange MGLA / acide stéarique (18:0) a différentes concentrations
Le taux de solide est représenté en fonction de la concentration en tripalmitine, acide
stéarique ou acide oléique (Figure 136, 137 et 138) pour les différentes températures de
fusion. Quel que soit le modulateur et quelle que soit la température considérée, chaque
courbe peut étre approximée par une droite, avec un coefficient de corrélation dans la
gamme de concentration étudiée. La pente de cette droite représente |'accroissement
moyen du taux de solide apporté par 1 % d’augmentation de la fraction massique en
modulateur. On observe que 'effet de la concentration en tripalmitine est optimal a 25 °C et
a 30 °C. A ces températures, une augmentation de 1 % de tripalmitine apporte un incrément
du taux de solide de 1,23 %. A 5 °C, cet incrément n’est que de 0,35 %. Pourtant, le taux de
solide de la tripalmitine ne varie pas sur cette plage de température. Cette observation
suggére une interaction plus importante de la tripalmitine avec une partie des triglycérides
de la MGLA. La température pour laquelle I'effet est maximal varie en fonction du
modulateur (Tableau 36). Ainsi, I'acide stéarique est plus efficace a 20 °C (+0,66 %) qu’a 5 °C
(+0,34 %) ou 30 °C (+0,52 %). L’acide oléique est quant a lui plus efficace dans son action
inhibitrice a 5 °C (-0,73 %) qu’aux températures supérieures (-0,06 % a 25 °C). Ces effets
optimaux ne sont pas comparés entre modulateurs, dans la mesure ou les gammes de

concentration étudiées different d’'un modulateur a I'autre.
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Figure 136 : Effet de la concentration en tripalmitine sur le taux de solide, pour chaque température du profil de fusion de
la MGLA
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Figure 137 : Effet de la concentration en acide stéarique sur le taux de solide, pour chaque température du profil de
fusion de la MGLA
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Figure 138 : Effet de la concentration en acide oléique sur le taux de solide, pour chaque température du profil de fusion
de la MGLA

Tableau 36 : Température du profil de fusion de la MGLA en présence de modulateurs, pour laquelle le bonus de ces
modulateurs est maximal

modulateur ,Températl_"e Incrément
d’effet maximal maximal
3:0 20°C 25%
6:0 5°C 1,5%
18:1 5°C -0,73%
AAA 5°C -0,75%
16:0 15 °C 0,43 %
18:0 20 °C 0,66 %
20:0 20 °C 0,68 %
PPP 30°C 1,23 %
SSS 20 °C 23%

Une autre information peut étre extraite de ces figures. Les droites obtenues pour les deux
promoteurs de cristallisation, I'acide stéarique et la tripalmitine ne passent pas par 100 % de
solide pour 100 % de modulateur. De la méme maniere, les droites obtenues pour I'acide
oléique ne passent pas par 0 % pour 100 % de modulateur. Ceci ajouté aux informations
précédentes nous permet d’affirmer qu’il existe des interactions entre les modulateurs
testés et la matiere grasse laitiére. lls n"apportent pas simplement un incrément de solide en
substituant la matiére grasse laitiere partiellement solide par un modulateur complétement

solide, et inversement pour les modulateurs liquides.
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Cet écart a « I'idéalité » justifie tout I'intérét des modulateurs de cristallisation, qui, méme a
de faibles concentrations, bouleversent la cristallisation de la matiere grasse laitiere, d’un

point de vue cinétique et thermodynamique.

6. Synthese de I'action des composés mineurs sur la cristallisation de la

matiére grasse laitiére en phase continue

L’ensemble des résultats obtenus dans ce chapitre montre que les composés mineurs de la
matiére grasse laitiére, présents de maniére endogéne ou produits au cours des procédés de
transformation, sont susceptibles de modifier sa cinétique de cristallisation et sa structure.
Lorsque I'effet d’un modulateur est mis en évidence, son mécanisme d’action dépend de sa
structure chimique, de sa concentration et de la température a laquelle la cristallisation se
déroule. Les expériences menées a 25 °C ont permis d’exacerber l'influence des modulateurs
car la MGLA cristallise relativement lentement a cette température. Cing molécules,
représentatives des modulateurs impactant la cinétique, ont été étudiés plus en détail :
I'acide butyrique, I'acide oléique, I'acide palmitique, la tripalmitine et le butanoate d’éthyle.

Le Tableau 37 synthétise leur action a 25 °C, lorsqu’ils sont présents a une concentration

massique de 1 %.

Tableau 37 : Syntheése de I'action des modulateurs (1 %) sur la cristallisation isotherme de la MGLA a 25 °C.

Cinétique (RMN) Nanostructure (DRX) Microstructure Macrostructure Mécanisme possible
i a
S.FC I_Temp_f, Yltes_se o!e Ipngues sous Taile  Nombre Elasticité su’r Ia. s.ur la
final  d’induction cristallisation distances  cellule nucléation  croissance

MGLA 0 0 0 2L (43,8 A) B 0 0 0 0 0
4:0 = ++ - 2L (43,8 A) B' + - - - -
18:1 = ++ - + - - - -
16:0 = - + 2L (43,8 A) B' -- ++ + + (-)
PPP ++ - + 2L (43,8 A) B' - + + (+) +
EtObut - = - - + (+) -

SFC’: taux de solide final
+augmente ; — diminue ; ++ augmente fortement ; — diminue fortement ; () effet faible ; = sans effet.
4:0 acide butyrique ; 18:1 : acide oléique ; 16:0 : acide palmitique ; PPP : tripalmitine ; EtObut : butanoate d’éthyle

Les acides gras libres a chaine courte, comme l'acide butyrique, ou a chaine insaturée,
comme |'acide oléigque, sont des inhibiteurs de cristallisation. Ils augmentent le temps
d’induction et diminuent la vitesse de cristallisation. Sans modifier le polymorphisme de la
MGLA, ils bouleversent toutefois la microstructure, en diminuant le nombre d’amas
cristallins et en augmentant leur taille. Cela induit une diminution de I'élasticité du réseau
cristallin au niveau macroscopique. Nos résultats suggerent qu’ils agissent principalement
sur I'étape de nucléation.
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Les acides gras a longue chaine saturée, comme l'acide palmitique, sont des promoteurs de
cristallisation. lls diminuent le temps d’induction et augmentent la vitesse de cristallisation.
lIs ne modifient pas la nanostructure de la MGLA a la concentration de 1 %, mais modifient
de maniére significative la microstructure, en augmentant considérablement le nombre de
cristaux et en diminuant leur taille. Ceci conduit a un réseau plus cohésif et a une matiere
grasse macroscopiquement plus ferme. Ces modulateurs semblent principalement agir sur
I’étape de nucléation, mais ne favorisent pas la croissance cristalline. Malgré la similarité de
ces acides gras en termes de longueur de chaine avec les TAG de la MGLA, ils engendreraient

des défauts en s’intercalant sur les faces cristallines en croissance.

Les triglycérides homogenes a longues chaines saturées, comme la tripalmitine, accélérent
aussi la cristallisation. Ils semblent mieux s’intégrer dans le réseau cristallin de la MGLA que
les acides gras a longue chaine saturée. En effet, ils augmentent le taux de solide final, ne
modifient pas la forme des cristaux et augmentent la fermeté du réseau. Leur effet sur la
vitesse de nucléation peut s’expliquer par I'augmentation de la température de fusion

globale de la matiere grasse, malgré leur faible concentration.

Les petites molécules organiques testées, comme le butanoate d’éthyle, sont des inhibiteurs
de cristallisation. Mais leur effet sur la cinétique et la structure sont différents de ceux des
acides gras libres de masse molaire comparable. lls ne modifient pas le temps d’induction,
mais diminuent la vitesse de cristallisation et le taux de solide final. Curieusement, ils
diminuer I’énergie d’activation de la nucléation, formant ainsi des cristaux plus petits et plus

nombreux.

Quels que soient les modulateurs étudiés, leur effet sur la cristallisation est d’autant plus
prononcé que la concentration introduite est élevée. Il existe une concentration critique au-
dela de laquelle les acides gras libres a longue chaine saturée induisent une cinétique de
cristallisation en deux étapes. Cette concentration dépend du nombre d’atome de carbone
de la chaine. Une étude approfondie de la cristallisation de la MGLA en présence |'acide
palmitique concentré (10 %) a été réalisée. La modélisation de la cinétique et I'analyse de la
nanostructure suggerent que I'acide palmitique cristallise d’abord, dans la premiére étape,
et induit la cristallisation des triglycérides de la MGLA sous forme a. Puis la forme B

intervient a des temps relativement courts.
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A des températures plus basses (5 °C), la cristallisation de la MGLA est beaucoup plus rapide.
L’action des composés mineurs n’est pas toujours aisément perceptible, et il est nécessaire
d’associer plusieurs techniques analytiques pour révéler des différences. L’analyse
thermique en rampe descendante montre que les acides gras libres a longue chaine
augmentent la température de début de cristallisation, alors que les acides gras a chaines
courte ou insaturée la diminuent. Mais cet effet sur la cristallisation des fractions a haut
point de fusion ne modifie pas significativement la dimension fractale du réseau cristallin, ni
sa fermeté macroscopique finale. Les acides gras libres sont moins efficaces a 5 °C pour
moduler la cristallisation, car la nucléation de la MGLA a cette température est tres rapide.
Ceci renforce I'hypothése selon laquelle ils impacteraient principalement cette étape. Les
triglycérides homogenes, comme la tripalmitine et la tristéarine, du fait de leur haut point de
fusion intrinséque, gardent une influence majeure sur la cristallisation de la MGLA en

modifiant significativement la température de fusion de la matiére grasse.
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Chapitre 4

Influence des composés mineurs sur la cristallisation de la

matiere grasse laitiere en milieu dispersé

L'objectif de ce chapitre est de déterminer si les modulateurs de cristallisation
préalablement identifiés en phase continue ont également un effet lorsque la MGLA est
dispersée sous forme de gouttes dans une émulsion directe, stabilisée par du caséinate de
sodium. Certains modulateurs étant aussi des molécules dotées de propriétés tensioactives,
leur impact sur la stabilité des émulsions est également examiné. La taille des gouttes est un
parameétre important vis-a-vis de la cristallisation de la matiére grasse et de la stabilité des
émulsions. Cette étude est donc naturellement divisée en deux parties. La premiére partie
concerne |'effet des modulateurs sur des émulsions de faible diametre moyen (< 10 um)
fabriquées en régime turbulent. La seconde partie est consacrée aux émulsions

monodisperses de plus gros diamétre (> 10 um) fabriquées en régime laminaire.

1. Cristallisation de la MGLA dans des émulsions de faible diametre
moyen (<10 pm)

1.1. Choix des parameétres d’émulsification et des conditions de cristallisation

Les conditions d’émulsification sont choisies pour obtenir trois diametres moyens
suffisamment différents et, ainsi, révéler I'impact de la taille des gouttes sur la cristallisation.
Pour chaque série d’essais, une émulsion contenant le modulateur est comparée a une

émulsion de MGLA seule, préparée, conservée et analysée dans les mémes conditions.

La cristallisation de la matiere grasse laitiére a 25 °C dans des émulsions de faible diamétre

est trop lente pour en étudier la cinétique sur des échelles de temps raisonnables. La

cristallisation a donc été étudiée a 5 °C et les deux conditions opératoires suivantes ont été
adoptées :

- cristallisation par trempe a 5 °C, avec un suivi par RMN aux temps courts (6 h), suivie

d’un stockage pendant 48 h a 5 °C. L’échantillon, dont la température initiale est de

60 °C, est placé directement dans |'appareil RMN thermostaté a 5 °C dans un tube

assurant un rapport surface/volume élevé pour accélérer les échanges thermiques.
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Sa température est mesurée en temps réel grace a une sonde thermique plongée
dans le volume. Aprés 48 h a 5°C, I'émulsion correspondante est caractérisée en
fusion par DSC;

- cristallisation en rampe de refroidissement contrélée a -5 °C/min par DSC, suivie d’un

palier isotherme a 5 °C pendant 90 minutes puis d’'une rampe de fusion.

La Figure 139 illustre I'évolution de la température selon les deux protocoles thermiques.
Cette approche permet d’étudier deux types de refroidissement rapide, et des temps de

cristallisation plus ou moins longs.
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Figure 139 : Evolution de la température d’une émulsion suivant les deux protocoles thermiques :

- rampe a -5 °C/min, isotherme pendant 90 min, fusion a +5 °C/min
- trempe a 5 °C, stabilisation pendant 48 h, fusion a +5 °C/min

Quatre composés mineurs représentatifs des modulateurs de cristallisation en phase
continue ont été sélectionnés pour I'étude de la cristallisation en émulsion : I'acide oléique
et I'acide propionique, en tant qu’inhibiteurs ; I'acide palmitique et la tripalmitine en tant
que promoteurs. L'étude des milieux dispersés requiert l'usage de méthodes de
caractérisation physicochimiques spécifiques : granulométrie des gouttes par diffraction
laser et microscopie optique, localisation des modulateurs par tension interfaciale, stabilité
des émulsions au crémage par rétrodiffusion de la lumiére (Turbiscan), texture des

émulsions et stabilité vis-a-vis de la coalescence par rhéologie oscillatoire.
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1.2. Influence de la taille des gouttes sur la cristallisation de la matiére grasse

laitieére en milieu dispersé

1.2.1. Mise en ceuvre et caractérisation des émulsions

Dans cette premiéere partie de I'étude, les émulsions contiennent 40 % de MGLA sans
modulateur et 2 % de caséinate de sodium. Il s’agit ici d’analyser I'impact de la taille des
gouttes, indépendamment des modulateurs. Les émulsions sont préparées a chaud, comme
décrit dans le chapitre 2. Trois niveaux d’homogénéisation d’une méme pré-émulsion
préparée a |’Ultra-Turrax sont adoptés : 0 bar (pas d’homogénéisation), 50 bars et 500 bars.
En termes de composition globale, les trois émulsions obtenues a des niveaux
d’homogénéisation différents sont rigoureusement identiques. Pour chacune de ces
émulsions, une partie est placée a 60 °C pour la caractérisation a chaud et I'étude de la
cristallisation de la MGLA émulsionnée ; I'autre partie est conservée directement a 5 °C pour

étudier I'influence du temps de stockage.

Les émulsions réalisées a partir de MGLA sans modulateur sont caractérisées par
granulométrie (Figure 140 et Tableau 38) et microscopie optique (Figure 141). Comme
attendu, plus la pression d’homogénéisation est importante, plus le diamétre moyen des
gouttes est faible. Les trois niveaux d’homogénéisation appliqués (0 bar, 50 bars, 500 bars)
permettent d’obtenir des émulsions dont les gouttelettes ont des diameétres
significativement différents. L’émulsion non homogénéisée présente un diametre moyen en
volume (D[4,3]) de I'ordre de 5,9 um, proche du diamétre moyen des globules gras natifs du
lait les plus gros [1]. L’homogénéisation a 50 bars conduit a un diametre moyen de 2,2 um.
L’homogénéisation a 500 bars permet d’obtenir une émulsion de diamétre submicronique
d’environ 0,8 um. Les diamétres moyens en volume sont supérieurs aux diametres moyens
en surface (D[3,2]) car ils donnent davantage de poids statistique aux gouttes de grande
taille. On remarque par ailleurs que le procédé d’homogénéisation conduit a un
élargissement de la distribution d’autant plus marqué que la pression appliquée est
importante. Les observations microscopiques (Figure 141) sont conformes aux résultats

obtenus en granulométrie.
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Figure 140 : Distribution de tailles des gouttes des émulsions de MGLA obtenues pour différentes pressions
d'homogénéisation : 0 bar, 50 bars, 500 bars
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Figure 141 : Observations en micros
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Tableau 38 : Diamétres moyens en volume (D[4,3]), en surface (D[3,2]) et polydispersités des émulsions de MGLA

1 7 s . . . . . . epp s ;. .
: les écarts-type correspondent a 5 préparations d’émulsion indépendantes, sur les différentes séries d’essais

La masse de caséinate x nécessaire pour recouvrir les interfaces est donnée par la relation

suivante :

matiere grasse et pueia sa densité (= 0,92 g/cm3). Pour I'’émulsion homogénéisée a 500 bars,
la quantité de caséinate adsorbée aux interfaces représente environ 34 % de la masse
initialement introduite. Ainsi, la concentration en protéines mise en ceuvre est, dans tous les

cas, suffisante pour saturer les interfaces générées par I’homogénéisation.

Lorsqu’elle se produit, la coalescence des gouttes a pour effet d’accroitre le diamétre moyen

Partie 2 : Cristallisation en émulsion

obtenues pour différentes pressions d’homogénéisation

Pression
d'homogénéisation D[4’31] D[3;21] Polydispersité (%)
(bars) (um) (um)
0 59+0,1 3,5+0,1 47 +1
50 2,2+0,2 1,3+0,1 6212
500 0,76 £ 0,07 0,46 £ 0,02 78+ 6

x=T

6. MyGLa

D[3;2]. pmgra

ou I est la concentration surfacique du caséinate (1,2 mg/m” [2]), Muewa la masse de

des émulsions et une évolution des thermogrammes est alors attendue. Les émulsions

stockées a 5 °C pendant 48 h ont été caractérisées par granulométrie. Les distributions de

tailles sont comparées a celles obtenues apres la fabrication a 60 °C (Figure 142). Les profils

granulométriques sont superposables ; le stockage 48 heures a 5 °C n’a donc pas déstabilisé

les émulsions. Ces caractérisations permettent de s’assurer que les modifications de profils

thermiques éventuellement observées ne sont pas liées a une évolution par coalescence de

la taille des gouttes due aux cycles thermiques appliqués, mais bien a la taille initiale des

gouttes.
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volume (%)

500 bars

0 bar

50 bars

Y
ARA

—60 °C
—5°C(48h)

10

diamétre (um)

100

Figure 142 : Distributions de tailles des émulsions de MGLA, obtenues pour différentes pressions d'homogénéisation :

0 bar, 50 bars, 500 bars, apres préparation a 60 °C et apres stockage a 5 °C pendant 48 h
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Suite a I'’étape de fusion, les émulsions ont été recristallisées et les résultats sont reportés en
Annexe 15. A nouveau, les profils thermiques sont rigoureusement superposables a ceux de
la premiere cristallisation, ce qui suggére les émulsions résistent a au moins un cycle

thermique sans subir la moindre déstabilisation.

1.2.2. Cristallisation de la MGLA en milieu dispersé : rampe de refroidissement
linéaire a -5 °C/min

Le refroidissement dynamique des émulsions, en rampe contrélée de -5 °C/min entre 60 °C

et 5 °C est étudié par DSC et comparé a la cristallisation de la MGLA en phase continue

cristallisée a la méme vitesse (Figure 143). Cette méthode met clairement en évidence I'effet

de surfusion induit par la dispersion de la matiére, avec un décalage du signal exothermique

vers les basses températures quand la taille des gouttes diminue.

La dispersion de la matiere grasse dans des gouttes conduit a son confinement. Les supports
de nucléation hétérogéne initialement présents dans la MGLA sont donc également confinés
dans les gouttes. Une fois I'étape de nucléation franchie, la croissance des cristaux est
limitée par I'extension finie de la goutte. Cela explique le niveau de surfusion plus important
dans les émulsions par rapport a la MGLA en phase continue. De plus, a fraction volumique
de matiere grasse équivalente, quand le diamétre moyen des gouttes diminue, les supports
de nucléation hétérogéne sont de plus en plus confinés (i.e. la fraction volumique des
gouttes qui les contiennent diminue), ce qui a pour conséquence de ralentir la cristallisation.
Ainsi, lorsque la taille moyenne des gouttes varie de 5,9 a 0,8 um, la température de début
de cristallisation passe de 14 °C a 10,5 °C. Ce résultat est en accord avec les données de la

littérature [1,3].

La position et le nombre des pics du thermogramme sont également modifiés par la
dispersion et la diminution de la taille des gouttes. A -5 °C/min, la MGLA en phase continue
cristallise en deux étapes, avec des pics centrés a 14,6 °C et a 9,6 °C. L'allure du signal
enthalpique est modifiée par I'’émulsification. Le thermogramme obtenu pour I'émulsion a
5,9 um de diametre moyen comporte trois pics : un pic de faible amplitude autour de 14 °C
et deux pics centrés sur 12,5 °C et 9,6 °C. Pour I'émulsion a 2,2 um diamétre moyen, la
cristallisation commence vers 14 °C et le profil thermique comporte un pic principal centré

autour de 8,5 °C. Enfin, pour I'’émulsion submicronique, on observe un seul pic, commencgant
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a 10,5 °C et centré sur 6,5 °C. Il est donc nécessaire de refroidir davantage le systeme
émulsionné pour qu’il cristallise lorsque les gouttes sont plus fines.

De surcroit, réduire la taille des gouttes a pour effet de faire évoluer le scénario de
cristallisation vers un événement thermique unique. Les différentes fractions de la matiéere
grasse ne cristallisent plus séparément comme en phase continue, mais conjointement. Ces
deux situations limites sont clairement identifiables sur la Figure 143 :

- dans la MGLA en phase continue, la croissance cristalline implique des molécules
semblables et compatibles; on observe donc des pics exothermiques distincts,
chacun correspondant a une fraction différente ;

- dans la MGLA homogénéisée a 50 et a 500 bars, la croissance génére des cristaux
mixtes impliquant des molécules différentes, formés aux cours d’un unique
événement exothermique.

La formation de cristaux mixtes dans les gouttes trés fines refléte une perte de sélectivité de
la croissance. Les réserves en triglycérides parfaitement identiques dans une méme goutte
sont rapidement épuisées, car la diffusion est limitée par I'extension finie des gouttes. Dans
le méme temps, la diminution de la température de début de cristallisation augmente la
variété des triglycérides cristallisables. Les candidats a I'adsorption sur les faces cristallines
en croissance sont alors plus nombreux. Par analogie avec les résultats obtenus sur la MGLA
en DRX (chapitre 3 § 5.1.2) on peut supposer que la vitesse de cristallisation rapide dans les
émulsions favorise la croissance sous la forme a qui est suffisamment lache pour autoriser

I'insertion de triglycérides de longueurs de chaine différentes.

Température (°C)
15

Flux de Chaleur (W/g de Matiére grasse)

K=

N

v
L

-0,3

Figure 143 : Profil de cristallisation de la MGLA, en phase continue ou en émulsion de trois diamétres moyens différents
correspondant aux trois niveaux d’homogénéisation : 0 bar, 50 bars, 500 bars, endo up
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Dans la littérature, I'effet de la taille des gouttes sur les formes cristallines formées dans des
crémes reconstituées de faible diametre (< 1,25 um) a été étudié pour un refroidissement
plus lent (-1 °C/min) [3]. Dans ces conditions, la cristallisation se fait sous la forme a. La
diminution de la taille des gouttes favoriserait le désordre dans la structure cristalline en
raison de la courbure des interfaces a partir desquelles les cristaux sont supposés croitre [3].
Le désordre s’expliquerait aussi par la perte de sélectivité des triglycérides lors de la
croissance des cristaux, due a la diminution de la température. Les cristaux mettant en jeu

des triglycérides variés seraient moins bien organisés.

1.2.3. Cristallisation de la MGLA en milieu dispersé : refroidissement par trempe a 5 °C

Les émulsions, initialement conservées a 60 °C, sont refroidies par trempe dans I'appareil de
RMN, thermostaté a 5 °C. L’évolution du taux de solide est présentée sur la Figure 144A. Il
importe de rappeler que, dans le cas présent, le taux de solide est exprimé par rapport a la
guantité totale de matiére dans I’émulsion (et non seulement par rapport a la quantité de
matiére grasse totale). Pour les trois types d’émulsion, le taux de solide, initialement nul,
augmente rapidement avant d’atteindre une valeur asymptotique. Le taux de solide final

augmente avec le diamétre moyen de I'émulsion.
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Figure 144 : Evolution du taux de solide des émulsions de MGLA pour trois diamétres moyens différents correspondant
aux trois niveaux d’homogénéisation : 0 bar, 50 bars, 500 bars. A. cinétique globale. B. focus sur le début de la cinétique

Pour les émulsions de diametre moyen 5,9 um et 2,2 um, I'évolution s’effectue en deux
étapes, contrairement a celle de I'’émulsion submicronique ne comportant qu’une seule
étape. Apres 230 minutes, le taux de solide asymptotique de I'émulsion la plus fine n’est

toujours pas atteint. La vitesse de la 2° étape est plus rapide pour les grosses gouttes
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(5,9 um) que pour les moyennes (2,2 um). Cela se vérifie quantitativement en ajustant le
modele cinétique de Gompertz modifié en deux étapes, utilisé pour la MGLA en phase
continue a 5 °C et appliqué a ces systéemes émulsionnés (Eq. 60). Les résultats de la
modélisation sont présentés dans le tableau 39. La vitesse de la seconde étape de

cristallisation u, augmente significativement avec le diamétre des gouttes.

SFC(t) = ay X exp {—exp ['u;—;e A,-v)+ 1]} + a, X exp {—exp [“2—; A, —t) + 1]} (Eqg. 60)

Tableau 39 : Paramétres cinétiques de Gompertz (modéle double) de la MGLA en émulsion (trois diamétres moyens
différents), cristallisée par trempe a 5 °C : hauteur du palier (a) vitesse maximale (u) et temps d’induction (A). Les indices
1 et 2 renvoient respectivement au premier et au second palier

D[4,3] ai M1 Ay a M A ™ asiee
(um) (%) (min) (min) (%) (min™) (min)
5,9 18,4 3,1 6,2 10,8 0,179 1,6 (n.s.)* 0,999
2,2 19,0 2,8 6,8 8,7 0,101 0,1 (n.s.)1 0,999
0,8 18,4 1,7 7,8 6,3 0,054 0,1 (n.s.)1 0,999

(n.s.)1 : facteur non significatif

La Figure 144B montre I"évolution du taux de solide pendant les 30 premieres minutes. Cette
représentation met en évidence la premiére étape de cristallisation. Qualitativement, on
observe une augmentation légere du temps d’induction et une diminution de la vitesse de
cristallisation lorsque la taille des gouttes diminue. Ces tendances sont confirmées par la
modeélisation (Tableau 39). La Figure 145 représente I’évolution du taux de solide en fonction
de la température réelle de I"’émulsion au cours de la cristallisation dans I'appareil de RMN.
La température de début de cristallisation diminue avec la taille des gouttes: plus les

gouttes sont fines, plus le degré de surfusion est important.

35

SFC (%)

5 10 15 20 25
Température (°C)

Figure 145 : Evolution du taux de solide en fonction de la température des émulsions de MGLA pour trois diamétres
moyens différents correspondant aux trois pressions d'homogénéisation : 0 bar, 50 bars, 500 bars
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Ainsi, les résultats issus des approches fondées sur la DSC et la RMN sont a la fois
concordants et complémentaires. Lors d’'une rampe de refroidissement controlée, la DSC
révele la diminution de la température de cristallisation et suggere la formation de cristaux
mixtes. Lors d’une trempe, la RMN permet d’observer le retard a la cristallisation et la
diminution de sa vitesse. L'étape de nucléation doit étre franchie dans chaque goutte pour
permettre sa cristallisation compléte et augmenter le taux de solide global de I'émulsion.
Quelle que soit la vitesse de refroidissement, la nucléation est inhibée quand la taille des
gouttes diminue. Ce résultat peut s’expliquer en supposant que la nucléation en mode
hétérogeéne est dominante. Dans ce cas, disperser les impuretés dans des gouttes de plus en
plus fines tend a confiner les évenements de cristallisation dans une fraction de volume de
plus en plus faible et donc a diminuer la vitesse de cristallisation globale a une température

donnée.

Nous avons montré que, pour la MGLA en phase continue, les deux étapes de la
cristallisation en émulsion correspondent a la formation de cristaux a en premier lieu, puis a
la transition de phase vers une forme B’ (chapitre 3 § 5.1.2). En supposant le méme scénario
a I'état dispersé, cette transition est d’autant plus lente que les gouttes sont fines. En effet,
la transition se produit dans I'’émulsion a 2,2 um (deuxieme étape), mais moins rapidement
que dans celle a 5,9 um. L'émulsion submicronique cristallise en une étape, donc
vraisemblablement sous forme a, sans transition de phase vers la forme B’ a I'échelle de
temps étudiée. La transition de phases met en jeu non seulement des réarrangements
internes au sein des cristaux, mais aussi des transferts entre les cristaux par diffusion
moléculaire a travers la phase grasse liquide. Les triglycérides intégrent progressivement les
cristaux présentant la meilleure compatibilité avec leur structure moléculaire (effet de
sélectivité). Dans les gouttes d’émulsion, les réarrangements et échanges seraient retardés,
voire empéchés par le confinement, la diffusion des triglycérides a travers la phase aqueuse
étant impossible. Aussi, la courbure prononcée des interfaces peut potentiellement bloquer

les réarrangements en imposant une contrainte géométrique.

1.2.4. Fusion de la MGLA émulsionnée aprés un palier isotherme a 5 °C pendant

90 minou 48 h

A la suite de la cristallisation en rampe, les échantillons sont soumis a une période isotherme

courte (90 min) a 5 °C, puis leur profil thermique de fusion a +5 °C/min est mesuré. Le profil
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de fusion en DSC a lui aussi été mesuré, apres une cristallisation en trempe et un palier
isotherme de 48 h a 5 °C. Sur la Figure 146, les thermogrammes obtenus par DSC pour ces
deux durées de stockage a froid sont superposés, pour chaque type d’émulsion. Quelle que
soit la taille moyenne des gouttes, I'intensité globale du flux thermique mesurée entre 5 et
15 °C est plus faible aprés 48 h de cristallisation qu’aprés 90 minutes. Un pic endothermique
intense autour de 21 °C est présent apres 48 heures alors qu’il n’est pas observé apres
90 min. Cela peut traduire une évolution des cristaux d’'une forme peu stable (fusion entre
5°C et 15 °C) aux temps courts, vers des formes plus stables (autour de 21 °C) lorsque la
période isotherme devient plus longue. L'équilibre de cristallisation n’est donc pas atteint
apres 90 minutes. Il est possible que la fraction a moyen point de fusion de la MGLA subisse

une transition polymorphique entre 90 minutes et 48 h de cristallisation.
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Figure 146 : Thermogrammes de fusion aprés 90 min ou 48 h a 5 °C pour des émulsions de MGLA de trois diamétres
moyens différents correspondant aux trois pressions d'homogénéisation : 0 bar, 50 bars, 500 bars, endo up

Sur la base d’études structurales en diffraction des rayons X de la littérature, réalisées sur
des émulsions fines de MGLA, il est possible d’avancer les hypothéses suivantes :
- le pic endothermique de fusion entre 5 °C et 15 °C correspondrait a des formes
cristallines 3L-a [1];
- le pic entre 15 et 25 °C correspondrait a la fusion de formes 3L et 2L a et ' [4] ;

- la plage de fusion au-dela de 25 °C correspondrait a des cristaux sous forme 2L-f’ [1].

L'effet de la taille des gouttes est étudié pour chacun des deux temps de cristallisation.
Aprés 90 min a 5 °C (Figure 147), le profil de fusion est clairement impacté par I'état de
dispersion. Le pic endothermique autour de 19 °C, visible pour I'émulsion a 5,9 um de
diametre moyen, n’est quasiment plus perceptible pour I'’émulsion a 2,2 um et disparait
totalement pour I'émulsion submicronique. Cette évolution suggere que la transition de
phase d’une fraction de MGLA, discutée précédemment, est davantage favorisée dans les
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grosses gouttes que dans les petites et qu’elle se produit, au moins partiellement, durant les
90 minutes précédant I'analyse DSC. Cette hypothése est cohérente avec les résultats de
cristallisation obtenus par RMN : la transition de phase de la forme a vers la forme B’ est
plus rapide dans les grosses gouttes. La baisse significative du flux thermique observée entre
18 °C et 23 °C pour les émulsions de faible et moyen diamétres pourrait étre due a un
évenement exothermique, tel que la recristallisation d’une fraction de triglycérides vers une
forme plus stable.
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Figure 147 : Profil de fusion & +5 °C/min suite & un refroidissement & -5 °C/min et une période isotherme a 5 °C pendant
90 minutes, pour les émulsions de MGLA de trois diamétres moyens différents correspondant, aux trois pressions
d'homogénéisation : 0 bar, 50 bars, 500 bars, endo up

Les profils de fusion des émulsions de différentes tailles stockées pendant 48 h a 5 °C sont
superposés sur la Figure 148. Chacun des thermogrammes comporte trois domaines :

- un premier pic endothermique aux températures inférieures a 15 °C, correspondant
aux formes les plus instables. Ce pic semble plus intense pour les gouttes
submicroniques, mais les événements thermiques dans cette zone sont peu
reproductibles en raison des conditions opératoires. En effet, les émulsions sont
stockées a 5 °C en chambre froide pendant 48 h. Bien que les capsules de DSC soient
pesées et scellées en chambre froide, leur transfert dans le four de I'appareil de DSC
thermostaté a 5 °C peut induire une fusion partielle (et non controlée) des fractions a

bas point de fusion.
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- un second pic endothermique intense entre 15 et 25 °C, présent dans les trois
émulsions ;

- un troisieme pic endothermique autour de 26 °C qui n’est visible que sur les
thermogrammes des émulsions de diametre moyen 5,9 um et 2,2 um. La courbure et
le confinement imposés par les gouttes de taille submicronique pourraient inhiber la
transition polymorphique conduisant a la formation des cristaux correspondant a
cette plage de fusion.
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Figure 148 : Profils de fusion a +5 °C/min des émulsions de MGLA de différents diamétres moyens correspondant aux trois
pressions d'homogénéisation : 0 bar, 50 bars, 500 bars, apreés stockage 48 h a 5 °C, endo up

En conclusion, les différentes approches méthodologiques (conditions de cristallisation et les

différentes méthodes d’analyse) mises en ceuvre pour étudier I'effet de la taille des gouttes

sur la cristallisation de la MGLA en émulsion révelent des tendances qualitativement

concordantes :

- la cristallisation est modulée par I'état de dispersion (ou de confinement) de la
matiére grasse. Plus les gouttes sont fines, plus le domaine de surfusion est
important ;

- la diminution de la taille des gouttes limiterait I'impact de la nucléation hétérogene.
La cristallisation se produit donc plus tardivement (i.e. temps d’induction plus long
lors de la trempe) et a plus basse température (que ce soit lors de la trempe ou en

rampe de refroidissement linéaire). La cristallisation débute alors a une température
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ou la diversité des triglycérides susceptibles de cristalliser est importante, ce qui
favoriserait la formation de cristaux mixtes ;
- la courbure des gouttes et I'état de confinement de la matiere grasse retarderaient

les transitions de phase vers des formes plus stables.

1.3. Influence de I'acide oléique sur la cristallisation de la matiére grasse en milieu

dispersé

L'effet de I'acide oléique sur la cristallisation a été étudié sur trois émulsions de diameétres
différents, dopées a 1 % de modulateur par rapport a la masse totale, correspondant a un

taux de substitution de la phase grasse de 2,5 %.

1.3.1. Caractérisation des émulsions en présence d’acide oléique

L’émulsion contenant I'acide oléique et I'’émulsion témoin constituée de MGLA seule ont été
caractérisées par granulométrie et microscopie optique. Les distributions granulométriques
obtenues pour les trois pressions d’homogénéisation sont présentées sur la Figure 149. Les
clichés de microscopie représentatifs de ces émulsions sont présentés sur la Figure 150. Les
diametres moyens en volume et en surface ainsi que la polydispersité sont reportés dans le
Tableau 40. Quel que soit le niveau d’homogénéisation considéré, la présence d’acide
oléique conduit a un diaméetre moyen des gouttes de I'émulsion légerement inférieur a celui

I’émulsion témoin.
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Figure 149 : Distribution de taille des gouttes des émulsions de MGLA avec et sans acide oléique (18:1) obtenues pour
différentes pressions d'homogénéisation : 0 bar, 50 bars, 500 bars
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t- AR AU RS R Y e 3.7 D .99 ._ L PR U LR v AL DTN L
microscopie optique des émulsions de MGLA et acide oléique (1 %) obtenues pour
différentes pressions d'homogénéisation : 0 bar, 50 bars, 500 bars

cr

Tableau 40 : Diamétres moyens en volume (D[4,3]) et en surface (D[3,2]) et polydispersités des émulsions de MGLA avec
et sans acide oléique (18:1) (1 %) obtenues pour différentes pressions d’homogénéisation

Pression . .

Modulateur d'homogénéisation D[43] D[3;2] Pondlipersne
s (nm) (nm) (%)
MGLA seule 0 5,8 3,3 49
MGLA seule 50 2,5 1,4 64
MGLA seule 500 0,84 0,49 84
MGLA +18:1 0 4,8 3,0 47
MGLA +18:1 50 2,2 1,3 61
MGLA +18:1 500 0,72 0,44 75

Pour comprendre l'origine de la légere diminution du diamétre des gouttes en présence
d’acide oléique, la tension interfaciale a été mesurée par la méthode de la goutte montante.
Une goutte d’huile est formée a I'extrémité d’un capillaire dans de I'eau a 25 °C, 'huile
contenant (ou non) 1 % du modulateur, I'eau contenant 0,33 % de caséinate de sodium.
Pour faciliter la mesure, une fraction a bas point de fusion de la MGLA est adoptée, i.e. une
oléine dont la température limite supérieure de fusion est a 5 °C. En choisissant une fraction
liquide de la MGLA a la température de I'étude, on se prémunit des artéfacts éventuels liés a
la présence des cristaux. La concentration de protéines en phase aqueuse est réduite d’un
facteur 10 par rapport a la concentration dans les émulsions étudiées et la concentration en
modulateur est divisée par 2,5. Dans ces conditions, la tension interfaciale reste
suffisamment élevée pour éviter le décrochement de la goutte. La Figure 151 montre
I’évolution comparative de la tension de surface pour les systéemes avec et sans acide

oléique. Pendant les 60 minutes de I'étude, la tension de surface de ces deux systémes
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diminue car les caséinates s’adsorbent progressivement a linterface. Le systeme
comprenant de |'acide oléique conduit a des tensions de surface initiale et finale inférieures
au systeme témoin. L’acide oléique, de par sa nature amphiphile, avec un acide carboxylique
pour téte polaire et une longue chaine aliphatique apolaire, est présent a l'interface. La
baisse de tension interfaciale pourrait expliquer la légére diminution du diametre des

gouttes d’émulsion en présence d’acide oléique.
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Figure 151 : Evolution de la tension de surface a 25 °C d’une goutte d’oléine dans une solution de caséinate de sodium a
0,33 %, avec et sans acide oléique (18:1) a 1 % de la phase dispersée

De plus, la solubilité de [I'acide oléigue dans I'eau est tres faible
(< 10°mol.L"?=2,8x107 % massique) [5]). Ceci est confirmé par le pH de I'émulsion en
présence de ce modulateur (=6,46) qui reste trés proche de celui de I'émulsion de MGLA
seule (= 6,67). L’aire moléculaire de I'acide oléique est de 28,5 A2 [6], soit une concentration
maximale surfacique I'=1,65 mg/m2. En supposant que seul I'acide oléique est présent aux
interfaces, alors selon I'équation 61, le pourcentage adsorbé serait de 14%, 34% et 97% pour
les émulsions de diamétre moyen égal a 4,8 um, 2,2 um et 0,7 um, respectivement. Bien que
ce calcul surestime la proportion d’acide oléique adsorbé (le caseinate de sodium étant
également adsorbé) il révéle tout de méme un appauvrissement du modulateur dans le
volume des gouttes, au profit des interfaces, quand le diamétre moyen des gouttes diminue.
Tous ces éléments suggerent que I'acide oléique est principalement localisé a linterface

eau/huile et dans les gouttes de matiére grasse.
1.3.2. Cristallisation de la MGLA en milieu dispersé en présence d’acide oléique :
rampe de refroidissement linéaire a -5 °C/min

La Figure 152 montre I'évolution du flux de chaleur mesuré par DSC en conditions de

cristallisation dynamique, lors d’un refroidissement contrélé a -5 °C/min. Pour les trois tailles
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de gouttes étudiées, les pics exothermiques de cristallisation sont décalés vers des
températures plus basses en présence d’acide oléique. Ce modulateur inhibe clairement la
cristallisation. Pour I’émulsion non homogénéisée (5,8 um), la température de début de
cristallisation est peu modifiée et se situe autour de 16 °C. Le second pic de cristallisation,
centré autour de 12,5 °C pour I’émulsion de MGLA seule, disparait en présence d’acide
oléique. La fraction de TAG impliquée dans ce pic cristalliserait a plus basse température, en
méme temps qu’une fraction a plus bas point de fusion, éventuellement en formant des
cristaux mixtes, ce qui conduit a un important pic exothermique a 9 °C. Pour les deux
émulsions homogénéisées (2,5 um et 0,8 um), l'acide oléique décale I'unique pic de
cristallisation vers les températures plus basses: -1,2 °C de décalage pour I'’émulsion

intermédiaire, et -1,8 °C pour I’émulsion la plus fine.
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Figure 152 : Profil de cristallisation des émulsions de MGLA avec ou sans acide oléique (18:1) a 1 %, pour trois diamétres
moyens différents, correspondant aux trois pressions d'homogénéisation : 0 bar, 50 bars, 500 bars, obtenus lors d’un
refroidissement a -5 °C/min, endo up

Ainsi, la surfusion induite par 'acide oléique augmente quand la taille des gouttes diminue.
Cette corrélation entre I'action du modulateur et la taille moyenne des gouttes pourrait
s’expliquer par I'un des mécanismes suivants :

- l'acide oléique agit par l'interface pour ralentir la cristallisation. Or, la quantité
d’interface est d’autant plus élevée que le diamétre moyen diminue. Le ratio de
concentration interface/volume augmentant, I'effet inhibiteur de I’acide oléique est
d’autant plus marqué ;

- l'acide oléique agit par le coeur de la goutte. Comme en phase continue, il prévient
I'apparition des premiers nuclei. La nucléation étant I'étape déterminante de la

cristallisation, son effet inhibiteur est amplifié quand la taille des gouttes diminue.
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1.3.3. Cristallisation de la MGLA en milieu dispersé en présence d’acide oléique :

refroidissement par trempe a 5 °C

La cristallisation par trempe des émulsions comprenant 1 % d’acide oléique et des émulsions
témoins de MGLA seule suivie par RMN est présentée sur la Figure 153. La Figure 154 est un
focus sur les 30 premieres minutes de la cinétique. En présence d’acide oléique, le taux de
solide final augmente pour I'émulsion de plus gros diamétre, diminue pour I'émulsion de
diametre intermédiaire et reste identique pour I'’émulsion la plus fine. La Figure 154 montre
que le temps d’induction n’est pas modifié pour I'émulsion a 5,8 um, alors qu’il est
légerement augmenté pour les deux autres émulsions. Les résultats obtenus pour I'acide
oléique dans I'’émulsion de plus gros diamétre peuvent paraitre surprenants, dans la mesure
ou cet acide ralentit la cristallisation en phase continue. Nous verrons au paragraphe 1.7.2.

que I'augmentation du taux de solide final peut s’expliquer par un effet de crémage.
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Figure 153 : Evolution du taux de solide des émulsions de MGLA avec et sans acide oléique (18:1) a 1 %, pour trois
diamétres moyens différents correspondant aux trois pressions d'homogénéisation : 0 bar, 50 bars, 500 bars
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Figure 154 : Evolution du taux de solide des émulsions de MGLA avec et sans acide oléique (18:1) & 1 %, pour trois
diamétres moyens différents, correspondant aux trois pressions d'homogénéisation : 0 bar, 50 bars, 500 bars. Focus sur
les 30 premiéres minutes de cristallisation
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La Figure 155 représente I'évolution du taux de solide en fonction de la température dans les
tubes de RMN. Pour les émulsions a 5,8 um de diamétre moyen, I'acide oléique diminue la
température de début de cristallisation. Cet effet est plus marqué dans I'émulsion a 2,5 um.
En augmentant la quantité d’interface, I'effet inhibiteur de I'acide oléique serait renforcé.
Pour I'’émulsion la plus fine, la cristallisation démarre également a plus basse température.
L’effet de I’acide oléique sur la surfusion est donc moins visible avec cette méthode que lors

de la rampe de refroidissement contrélée étudiée en DSC.
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Figure 155 : Evolution du taux de solide en fonction de la température des émulsions de MGLA avec ou sans acide oléique

(18:1) a 1 % pour trois diamétres moyens différents correspondant aux trois pressions d'homogénéisation : 0 bar, 50 bars,
500 bars

1.3.4. Fusion de la MGLA en milieu dispersée en présence d’acide oléique, aprés un

palier isotherme a 5 °C pendant 90 min ou 48 h

La distribution granulométrique apreés cristallisation pendant 48 heures a 5 °C des émulsions
contenant de 'acide oléique est parfaitement superposable a la granulométrie obtenue a
60 °C juste apres la fabrication. Les émulsions ne sont donc pas endommagées pendant le

stockage.

La Figure 156 correspond aux émulsions soumises a un palier isotherme de 90 minutes a
5 °C, puis a une rampe ascendante a +5 °C/min. Les thermogrammes de fusion obtenus avec
et sans acide oléique pour les trois tailles de gouttes sont assez similaires. Néanmoins, pour
I’émulsion a 5,8 um de diametre moyen, le premier pic endothermique, entre 5 °C et 18 °C
est centré sur une température plus basse (15,4 °C contre 16,6 °C pour la MGLA seule). Cela
pourrait s’expliquer par des cristaux plus instables formés lors de la cristallisation en
présence d’acide oléique. Pour [|’émulsion de diametre moyen a 2,5 um, le pic
endothermique de I'émulsion témoin, centré autour de 19,2 °C, disparait en présence

d’acide oléique. Il pourrait correspondre a une fraction qui n’a pas cristallisé ou a I'inhibition
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d’une transition polymorphique. Le profil de fusion de I'’émulsion la plus fine n’est pas

modifié par I'ajout d’acide oléique.
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Figure 156 : Profil de fusion des émulsions de MGLA seule ou avec 1 % d’acide oléique (18 :1) pour des diamétres moyens
de gouttes variables, correspondant aux trois pressions d'homogénéisation : 0 bar, 50 bars, 500 bars, obtenus lors d’un
chauffage a +5 °C/min apreés un stockage de 90 min a 5 °C, endo up

Le profil de fusion étudié par DSC pour les trois émulsions maintenues a 5 °C pendant 48h
est présenté sur la Figure 157. Les pics endothermiques obtenus pour les émulsions avec et
sans acide oléique sont assez proches. Les événements thermiques observés pour des
températures comprises entre 5 °C et 15 °C ne sont pas trés répétables pour les raisons

expérimentales indiquées précédemment.
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Figure 157 : Profils de fusion des émulsions de MGLA de différents diamétres moyens, correspondant aux trois pressions
d'homogénéisation : 0 bar, 50 bars, 500 bars, avec et sans acide oléique (18:1), obtenus lors d’un chauffage a +5 °C/min
apres un stockage de 48 h a 5 °C, endo up

On retiendra de l'acide oléique son aptitude a augmenter la surfusion lors d’un
refroidissement rapide des émulsions. Cependant, les différences dans ['état de

cristallisation par rapport a la MGLA seule émulsionnée s’estompent au cours du stockage.
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1.4. Influence de I'acide propionique sur la cristallisation de la MGLA en milieu

dispersé

L’acide propionique a été choisi comme représentant des acides gras libres a chaine courte
qui retardent la cristallisation de la MGLA. Son effet en émulsion est étudié a 0,2 %, ce qui

représente un taux de substitution de la matiéere grasse de 0,5 %.

1.4.1. Adaptation du protocole de mise en ceuvre des émulsions

L’acide propionique est préalablement mélangé a la MGLA fondue et la phase aqueuse
contient le caseinate de sodium. Ces deux phases sont chauffées séparément a 60 °C. Lors
du mélange des deux phases pour préparer I'émulsion, |'acide propionique provoque la
précipitation rapide des protéines (Figure 158) et empéche I'émulsification. Les acides gras a
chaine courte ont une solubilité élevée dans I'eau (> 3 mol/L [7]) en raison de leur forte
polarité. Leur solubilisation dans I'eau entraine une diminution du pH qui atteint le point
isoélectrique des caséinates et provoque leur précipitation. Ce phénomeéne est aussi observé
pour d’autres acides gras libres a chaine courte : acide butyrique (4:0) acide hexanoique

(6:0) et acide octanoique (8:0).

Figure 158 : Précipitation du caséinate de sodium lors de 'émulsification de la MGLA en présence d’acide propionique

Pour étudier I'impact de I’acide propionique sur la cristallisation de la MGLA, le pH est donc
ajusté par ajout préalable de soude dans la phase continue. La soude doit étre ajoutée a une
concentration suffisante pour prévenir la précipitation des protéines. Mais en fort exces, elle
provoquerait la saponification de la matiére grasse en émulsion. Pour déterminer la quantité
optimale de soude a ajouter, le dosage d’une solution aqueuse d’acide propionique a 0,5 %

(67,5 mmol/L) sans protéines a été réalisé, par ajout progressif d’une solution de soude a
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0,25 mol/L (Figure 159). L'allure de la courbe de pH est caractéristique du dosage d’un
monoacide faible par une base forte. Pour éviter un début de précipitation des protéines, le
pH ne doit pas étre inférieur a 5,4, ce qui correspond a un rapport de concentrations de
base/acide de 0,8. La concentration en soude a mettre en ceuvre doit donc étre comprise
entre 0,8 et 1 fois la concentration en acide propionique. Si I'on fait I’hypothése la plus
défavorable selon laquelle tout l'acide propionique introduit dans la phase grasse de
I’émulsion se solubilise dans la phase continue, alors la concentration de la phase aqueuse
est de 45 mmol/L d’acide propionique. La concentration de soude de la phase aqueuse est
donc fixée a 41,5 mmol/L, égale a 0,92 fois la concentration d’acide propionique, supérieure
au ratio de 0,8 pour lequel I’émulsion précipite et inférieure a 1 a partir de laquelle la soude
est en exces. Le pH de la phase aqueuse de I'émulsion ainsi formulée est de 6,28, alors que
le pH de I'émulsion de MGLA seule est de 6,79. Dans I'émulsion préparée avec la méme

concentration de soude, mais sans acide propionique, le pH atteint 11,10.
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Figure 159 : Titrage d’une solution d’acide propionique a 0,5 % par une solution de soude a 0,25 M

1.4.2. Caractérisation des émulsions en présence d’acide propionique

Les caractéristiques des émulsions contenant I'acide propionique sont présentées sur la
Figure 160 et dans le Tableau 41. La Figure 161 présente des clichés de microscopie optique.
La distribution granulométrique et les diamétres moyens sont peu impactés par I'ajout
d’acide propionique. La chaine hydrophobe est trop courte pour que cette molécule ait des
propriétés tensioactives.
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Figure 160 : Distribution de taille des gouttes des émulsions de MGLA avec et sans acide propionique (3:0) a 0,2 %
obtenues pour différentes pressions d’'homogénéisation : 0 bar, 50 bars, 500 bars

Tableau 41 : Diamétres moyens en volume (D[4,3]) et en surface (D[3,2]) et polydispersités des émulsions de MGLA avec
et sans acide propionique (3:0) a 0,2% obtenues pour différentes pressions d’homogénéisation
Polydispersité

Pression
Modulateur d'homogénéisation D [4,3] D13;2] o
(bars) (um) (um) (%)
MGLA seule 0 6,2 3,8 45
MGLA seule 50 2,0 1,3 57
MGLA seule 500 0,80 0,46 85
MGLA +3:0 0 6,23 3,6 48
MGLA +3:0 50 2,2 1,4 57
MGLA +3:0 500 0,73 0,46 73

50 pm

Figure 161 : Observations en microscopie optique des émulsions de MGLA avec acide propionique (0,2 %) obtenues pour
différentes pressions d'homogénéisation : 0 bar, 50 bars, 500 bars
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1.4.3. Cristallisation de la MGLA en milieu dispersé en présence d’acide propionique :

rampe de refroidissement linéaire a -5 °C/min

Lors de la cristallisation dynamique en rampe de -5 °C/min, les profils thermiques obtenus
pour les émulsions avec et sans acide propionique sont similaires (Figure 162). Les mémes
pics exothermiques, centrés sur les mémes températures sont formés dans les systemes
avec et sans modulateur.
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Figure 162 : Profil de cristallisation des émulsions de MGLA seule ou avec 0,2 % d’acide propionique (3:0) pour des
diamétres moyens de gouttes variables, correspondant aux trois pressions d'homogénéisation : 0 bar, 50 bars, 500 bars,
obtenus lors d’un refroidissement a -5 °C/min, endo up

1.4.4. Cristallisation de la MGLA en milieu dispersé en présence d’acide propionique :

refroidissement par trempe a 5 °C

L’acide propionique n’impacte pas la cinétique de cristallisation par trempe a 5 °C évalué par
RMN pour les trois tailles de gouttes étudiées (Figure 163). Il modifie uniqguement le taux de
solide final de I'’émulsion submicronique, passant de 23,3 % dans la MGLA seule a 22,6 % en
présence d’acide propionique. La Figure 164 montre que pendant les 30 premiéres minutes

de cristallisation, I'acide propionique n’a pas d’effet sur la cinétique de cristallisation.
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Figure 163 : Evolution du taux de solide des émulsions de MGLA avec et sans acide propionique (3:0) a 0,2 %, pour trois
diameétres moyens différents correspondant aux trois pressions d'homogénéisation : 0 bar, 50 bars, 500 bars
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Figure 164 : Evolution du taux de solide des émulsions de MGLA avec et sans acide propionique (3:0) & 0,2 %, de
diameétres moyens variables correspondant aux trois pressions d'homogénéisation : 0 bar, 50 bars, 500 bars. Focus sur les

30 premiéres minutes de cristallisation

De la méme maniere, 'acide propionique ne modifie pas la température de début de

cristallisation, quelle que soit la taille des gouttes de I’émulsion (Figure 165).
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Figure 165 : Evolution du taux de solide en fonction de la température des émulsions de MGLA avec ou sans acide
propionique (3 :0) a 0,2 %, pour des diamétres moyens de gouttes variables correspondant aux trois pressions
d'homogénéisation : 0 bar, 50 bars, 500 bars

1.4.5. Fusion de la MGLA en milieu dispersé en présence d’acide propionique, aprés

un palier isotherme a 5 °C pendant 90 min ou 48 h

Apres un palier isotherme de 90 minutes a 5 °C, les profils de fusion présentés sur la Figure
166 montrent que les émulsions avec et sans acide propionique présentent les mémes pics
endothermiques de fusion. Les mémes fractions ont donc cristallisé, vraisemblablement sous

les mémes formes polymorphiques.
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Figure 166 : Profil de fusion des émulsions de MGLA seule ou avec 1 % d’acide oléique (18 :1) pour des diamétres moyens
de gouttes variables, correspondant aux trois pressions d'homogénéisation : 0 bar, 50 bars, 500 bars, obtenus lors d’un
chauffage a 5 °C/min, endo up
Les émulsions avec et sans acide propionique ont été stockées pendant 48 h a 5 °C. L'acide

propionique n’a pas d’effet sur la cristallisation pour ces temps plus longs, car les profils de

fusion mesurés en DSC (Figure 167) sont similaires avec et sans le modulateur.
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Figure 167 : Profils de fusion DSC des émulsions de MGLA de différents diamétres moyens correspondant aux trois
pressions d'homogénéisation : 0 bar, 50 bars, 500 bars, avec et sans acide oléique (18:1) apres stockage 48h a 5 °C,
endo up

L’acide propionique n’a donc pas d’effet sur la cristallisation en émulsion. Cette molécule
trés polaire migre dans la phase continue et n’impacte donc pas la cristallisation dans les

gouttes.

1.5. Influence de l'acide palmitique sur la cristallisation de la MGLA en milieu

dispersé

Une émulsion contenant 1 % d’acide palmitique (soit 2,5 % de la phase grasse) est comparée
a une émulsion témoin de MGLA préparée et homogénéisée dans les mémes conditions, le

méme jour.
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1.5.1. Caractérisation des émulsions en présence d’acide palmitique

Les caractéristiques granulométriques des émulsions sont présentées sur la Figure 168 et le

Tableau 42. Les observations microscopiques correspondantes sont sur la Figure 169. Il
apparait que, par rapport aux émulsions de MGLA seule, la présence d’acide palmitique

conduit a une légere diminution du diametre moyen des gouttes. Une variation plus
significative est observée pour I'’émulsion non homogénéisée qui a un diamétre moyen en

volume de gouttes de 4,4 um contre 5,8 um pour I’émulsion de MGLA témoin.
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Figure 168 : Distribution de taille des gouttes des émulsions de MGLA avec et sans acide palmitique (16:0) obtenues pour
différentes pressions d'homogénéisation : 0 bar, 50 bars, 500 bars

Tableau 42 : Diamétres moyens en volume (D[4,3]) et en surface (D[3,2]) et polydispersités des émulsions de MGLA avec

et sans acide palmitique (16:0) obtenues pour différentes pressions d’homogénéisation
Pression . .y
Modulateur d'homogénéisation D[43] D [3;2] Pondlzpersne
e (pm) (pm) (%)
MGLA seule 0 5,8 3,3 49
MGLA seule 50 2,5 1,4 64
MGLA seule 500 0,84 0,49 84
MGLA + 16:0 0 4.4 2,9 45
MGLA + 16:0 50 2,2 1,3 61
MGLA + 16:0 500 0,70 0,45 71
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Figure 169 : Observations en microscopique électronique des émulsions de MGLA et acide palmitique (1 %) obtenues pour
différentes pressions d'homogénéisation : 0 bar, 50 bars, 500 bars

L’évolution de la tension de surface entre une fraction oléique de la MGLA, avec et sans
acide palmitique a 1 %, et une solution de caséinate a 0,33 % est présentée sur la Figure 170.
En présence d’acide palmitique, on observe une diminution de la tension de surface aussi
bien au niveau de la valeur initiale (-0,3 mN/m) que de la valeur mesurée aprés une heure
d’étude (-1,4 mN/m). Ceci suggére qu’une partie de I'acide palmitique se positionne a
I'interface entre la phase aqueuse et la phase grasse. Comme pour l'acide oléique, cette
diminution de la tension interfaciale pourrait expliquer la diminution de la taille des gouttes.
Le pH mesuré dans les émulsions non homogénéisées est égal a 6,67 pour I'émulsion sans
acide palmitique et 6,55 avec I'acide palmitique. Ce résultat n’est pas surprenant, eu égard a
la trés faible solubilité de I'acide palmitique dans I'eau (< 10 mol.L'[7]). Ainsi, I'acide
palmitique est principalement localisé a I'interface eau/huile et dans le volume des gouttes
de matiére grasse. Par un calcul analogue a celui réalisé pour I'acide oléique, l'aire
moléculaire de I'acide palmitique de 25 A2 [6] correspondant a une concentration maximale
surfacique I'=1,70 mg/m?, nous permet de déterminer la proportion d’acide palmitique a
I'interface s’il recouvrait seul toutes les gouttes (Eq. 61). Pour les gouttes de 4,4 um de
diametre, I'acide palmitique serait a 15 % a l'interface, a 34 % pour I'’émulsion a 2,2 um de

diametre, et a 99 % pour I'émulsion a 0,7 um de diametre.
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Figure 170 : Evolution de la tension de surface a 25 °C d’une goutte d’oléine dans une solution de caséinate de sodium a
0,33 %, avec et sans acide palmitique (1 %)

1.5.2. Cristallisation de la MGLA en milieu dispersé en présence d’acide palmitique :

rampe de refroidissement linéaire a -5 °C/min

La Figure 171 montre I'évolution du signal enthalpique lors de la cristallisation en rampe de
refroidissement a -5 °C/min pour les systéemes émulsionnés avec et sans acide palmitique.
Dans tous les cas, I'acide palmitique augmente la température de début de cristallisation.
L'effet est assez peu marqué pour les émulsions de gros diametre (+0,5 °C) mais il augmente
pour les émulsions moyennes (+3,5 °C) et fines (+5,5 °C). Nous avons montré qu’en phase
continue, I'acide palmitique favorise la nucléation (chapitre 3). Cet effet se retrouve dans les
émulsions, associé a une surfusion plus faible requise pour débuter la cristallisation. Ainsi, en

milieu émulsionné, 'acide palmitique est aussi capable d’accélérer la cristallisation.

De plus, I'ajout d’acide palmitique conduit a I'apparition de nouveaux pics exothermiques
pour les émulsions homogénéisées. Dans I'émulsion de diametre moyen 2,5 um, un pic
centré a 13 °C et un faible signal exothermique entre 18 °C et 14 °C apparaissent, alors que
I’émulsion témoin présente un unique pic de cristallisation. Pour I’émulsion submicronique,
un nouveau pic, peu intense et assez large, est distinguable autour de 13,2 °C en présence
du promoteur. L'apparition de nouveaux pics de cristallisation suggere que |'acide
palmitique conduit a une ségrégation des TAG au cours de la cristallisation, avec différentes

fractions qui cristalliseraient séparément.
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Figure 171 : Profil de cristallisation des émulsions de MGLA seule ou avec 1 % d’acide palmitique (16:0) pour des
diamétres moyens de gouttes variables, correspondant aux trois pressions d'homogénéisation : 0 bar, 50 bars, 500 bars,
obtenus lors d’un refroidissement a -5 °C/min, endo up

La superposition des signaux enthalpiques obtenus avec I'acide palmitique pour les trois
émulsions (Figure 172) réveéle que la taille des gouttes n’a pas d’effet sur la surfusion : la
cristallisation commence toujours dans le méme domaine de température, autour de
17,5 °C. Ceci suggere que la nucléation n’est plus contrariée par la diminution de la taille des
gouttes. On suppose donc que l'acide palmitique accélére la nucléation en agissant par les
interfaces, ou il serait surconcentré. La quantité d’interface étant plus importante dans les
petites gouttes, la nucléation pour ces tailles ne nécessite plus une large surfusion.
Néanmoins, il est impossible a ce stade d’exclure un mode d’action par le coeur des gouttes.
Les micelles inverses dont la « brosse » hydrophobe est orientée vers la phase huile
accéléreraient la nucléation, dans la mesure ou l'acide palmitique est ajouté dans les
formulations a une concentration suffisante pour couvrir les interfaces et pour étre présent
dans le volume huileux.
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Figure 172 : Profils de cristallisation des émulsions contenant 1 % d’acide palmitique, pour trois diamétres moyens
différents correspondant aux trois pressions d'homogénéisation : 0 bar, 50 bars, 500 bars, endo up
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1.5.3. Cristallisation de la MGLA en milieu dispersé en présence d’acide palmitique :
refroidissement par trempe a 5 °C

La cinétique de cristallisation par trempe, étudiée par RMN est présentée sur la Figure 173.
La Figure 174 correspond au focus sur les trente premiéres minutes. Les écarts de
comportement des émulsions avec et sans modulateur sont peu significatifs. Il semble
néanmoins que l'acide palmitique retarde la deuxiéme étape de cristallisation, quand elle
existe. Cet effet est surtout visible pour I'émulsion de 2,5 um de diameétre, pour laquelle
I’émulsion de MGLA cristallise en deux étapes, alors que I'émulsion dopée en acide
palmitique cristallise en une seule étape. On peut supposer que l'acide palmitique, en

stabilisant les formes cristallines a, ralentit leur transition de phase vers une forme p’.
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Figure 173 : Evolution du taux de solide des émulsions de MGLA avec et sans acide palmitique (16:0) a 1 %, de diamétres
moyens variables correspondant aux trois pressions d'homogénéisation : 0 bar, 50 bars, 500 bars
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Figure 174 : Evolution du taux de solide des émulsions de MGLA avec et sans acide palmitique (16:0) a 1 %, de diamétres
moyens variables. Focus sur les premiéres minutes correspondant aux trois pressions d'homogénéisation : 0 bar, 50 bars,
500 bars

La représentation du taux de solide en fonction de la température de cristallisation montre

gu’en accord avec le refroidissement linéaire étudié par DSC, I'acide palmitique augmente la
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température de début de cristallisation. L'effet est surtout perceptible pour I'émulsion

submicronique.
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Figure 175 : Evolution du taux de solide en fonction de la température de cristallisation pour des émulsions de MGLA avec
et sans 1 % d’acide palmitique (16:0) pour différents diamétres moyens, correspondant aux trois pressions
d'homogénéisation : 0 bar, 50 bars, 500 bars

Les taux de solide obtenus pour les trois tailles de gouttes en présence de modulateur sont
superposés sur la Figure 176. La température de début de cristallisation se situe autour de
20 °C pour les trois systemes émulsionnés. L'effet de surfusion, lié a la taille, semble donc

étre atténué en présence d’acide palmitique, comme observé en rampe linéaire de

refroidissement dans la partie précédente.
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Figure 176 : Evolution du taux de solide en fonction de la température des émulsions de MGLA avec acide palmitique

(16 :0) a 1 %, pour des diamétres moyens de gouttes variables correspondant aux trois pressions d'homogénéisation : 0
bar, 50 bars, 500 bars
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1.5.4. Fusion de la MGLA en milieu dispersé en présence d’acide palmitique, aprés un

palier isotherme a 5 °C pendant 90 min ou 48 h

Les thermogrammes de fusion obtenus aprés un plateau isotherme court (90 min) sont
présentés sur la Figure 177. Le profil thermique est impacté par I'ajout d’acide palmitique
dans ces conditions. Pour les gouttes de 5,8 um de diaméetre moyen, il semblerait que I'ajout
d’acide palmitique favorise la formation des formes instables. Ceci se traduit par un pic
endothermique de fusion en dessous de 15 °C, centré sur de plus basses températures que
pour I'émulsion de MGLA témoin. On note aussi I'apparition de pics exothermiques centrés a
21 °C et 26 °C qui n’existent pas pour le témoin. lls pourraient correspondre a la transition
de phase de formes instables au cours du chauffage. Il en va de méme pour I'’émulsion de
diametre intermédiaire (2,5 um). Le pic endothermique inférieur a 15 °C est plus intense
pour I’émulsion contenant I'acide palmitique, et décalé vers les plus basses températures,
alors que le signal est moins intense pour les formes plus stables (plus hautes températures).
En revanche, le profil thermique de fusion de I'’émulsion submicronique n’est pas modifié :
avec ou sans acide palmitique, des formes trés instables sont encore présentes aprés 90

minutes de cristallisation.
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Figure 177 : Profil de fusion a +5 °C/min suite a un refroidissement & -5 °C/min et une période isotherme a 5 °C pendant
90 minutes, pour les émulsions de MGLA avec et sans acide palmitique (16:0) a 1 %, pour différents diamétres
correspondant aux trois pressions d'homogénéisation : 0 bar, 50 bars, 500 bars, endo up

Aprés une période de 48 h a 5 °C (Figure 178), les profils de fusion sont moins impactés par
la présence d’acide palmitique. Les mémes pics exothermiques sont identifiables avec et
sans modulateur. Ainsi, aprés un temps de cristallisation suffisamment long, les formes
instables obtenues aux temps courts parviennent a relaxer vers les formes plus stables,

méme en présence d’acide palmitique et indépendamment de la taille des gouttes.
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Figure 178 : Profil de fusion & +5 °C/min suite & un refroidissement & -5 °C/min et une période isotherme a 5 °C pendant
48 heures, pour les émulsions de MGLA avec et sans acide palmitique (16:0) a 1 % pour différents diamétres de gouttes,
correspondant aux trois pressions d'homogénéisation : 0 bar, 50 bars, 500 bars, endo up

Pour mieux comprendre dans quelle mesure les propriétés interfaciales de I'acide palmitique
interviennent dans l'accélération de la cristallisation en émulsion, 'acide palmitique et la

tripalmitine font I'objet d’une étude comparative.

1.6. Etude comparative de l'effet de I'acide palmitique et la tripalmitine sur la

cristallisation de la MGLA en milieu dispersé

Les émulsions de MGLA et d’acide palmitique ou de tripalmitine sont préparées avec 2 % de
modulateur, soit 5 % de MGLA substituée dans la phase grasse. Elles sont comparées a une
émulsion de MGLA témoin sans modulateur. La concentration en modulateur est plus élevée
que pour I'étude de I'impact de I'acide palmitique de la partie précédente, ce qui permettra

dans le méme temps d’étudier I'influence de la concentration de ce modulateur.

1.6.1. Caractérisation des émulsions en présence d’acide palmitique ou de

tripalmitine

Les distributions granulométriques obtenues en présence d’acide palmitique et de
tripalmitine sont présentées sur la Figure 179. Les diametres moyens correspondants sont
reportés dans le Tableau 43. Nous avons observé précédemment (cf. § 1.5) que l'ajout
d’acide palmitique a 1% conduit a la diminution de la taille des gouttes pour les émulsions
non homogénéisées. Ce résultat se confirme pour ce modulateur présent a 2%. Par rapport a
I’émulsion de MGLA seule, I'ajout de tripalmitine impacte seulement I’émulsion ayant subi
une homogénéisation a 50 bars avec un diameétre moyen qui augmente a 2,7 um (versus
1,9 um en l'absence de modulateur). Pour les autres conditions d’émulsification, les

variations de taille ne sont pas significatives. Les tailles de gouttes mesurées par diffusion de
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la lumiére sont cohérentes avec les observations réalisées en microscopie optique,

présentées sur la Figure 180 et la Figure 181.
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Figure 179 : Distribution de taille des gouttes des émulsions de MGLA avec et sans acide palmitique (16 :0) ou tripalmitine
(PPP) obtenues pour différentes pressions d’homogénéisation : 0 bar, 50 bars, 500 bars

Tableau 43 : Diamétres moyens en volume (D[4,3]) et en surface (D[3,2]) et polydispersités des émulsions de MGLA avec
et sans acide palmitique (16:0) ou tripalmitine (PPP) obtenues pour différentes pressions d’homogénéisation

Pression . .y

Modulateur d'homogénéisation DI4,3] Di3;2] Polydlipemte
T (um) (um) (%)
MGLA seule 0 6,0 3,5 48
MGLA seule 50 1,9 1,1 64
MGLA seule 500 0,79 0,47 79
MGLA + PPP 0 6,2 3,7 48
MGLA + PPP 50 2,7 1,6 64
MGLA + PPP 500 0,82 0,55 78
MGLA + 16:0 0 43 2,7 48
MGLA + 16:0 50 1,8 1,1 61
MGLA + 16:0 500 0,64 0,41 71

50 um

50 ym n

Figure 180 : Observation microscopiques des émulsions de MGLA et tripalmitine (2 %) obtenues pour différentes
pressions d'homogénéisation : 0 bar, 50 bars, 500 bars
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* 500 bars

Figure 181 : Observations microscopiques des émulsions de MGLA et d’acide palmitique (2 %) obtenues pour différentes
pressions d'homogénéisation : 0 bar, 50 bars, 500 bars

° Y Q%
5 )0 - 8%

La concentration d’acide palmitique mise en jeu dans cette partie est supérieure a celle de la
partie précédente. Ce modulateur est totalement insoluble dans la phase aqueuse. Le calcul
de la proportion d’acide palmitique a I'interface si les interfaces étaient saturées donne dans
ce cas 8 % pour I"émulsion a 4,3 um, 21 % pour I'émulsion a 1,8 um et 54 % pour I'émulsion
submicronique. Comme le calcul surévalue la quantité adsorbée (il ne tient pas compte du
caséinate adsorbé), on en conclut que de I'acide palmitique est en excés dans la phase

grasse.

1.6.2. Cristallisation de la MGLA en milieu dispersé en présence d’acide palmitique ou

de tripalmitine : rampe de refroidissement dynamique a -5 °C/min

Les profils thermiques obtenus lors du refroidissement linéaire a -5 °C/min des émulsions de
différentes tailles sont présentés sur la Figure 182. De maniere générale, I'acide palmitique
et la tripalmitine promeuvent la cristallisation dans les émulsions, en décalant les
exothermes de cristallisation vers les températures plus élevées. Mais les effets de ces deux

promoteurs sur le profil thermique sont tres différents.

Pour les émulsions de 6 um de diametre moyen, I'acide palmitique induit une augmentation
de la température de début de cristallisation de prés de 8 °C (24 °C contre 16 °C pour
I’émulsion de MGLA témoin). Mais le flux de chaleur mesuré entre 24 °C et 16 °C est tres
faible. De plus, la cristallisation comporte un seul pic principal, au lieu des deux observés

pour I'’émulsion témoin. Pour la tripalmitine, un nouveau pic intense apparait. Il est centré
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autour de 14 °C, soit 2 °C au-dessus du premier pic de cristallisation de la MGLA et il
présente un épaulement vers 17 °C.

Pour les émulsions a 2 um de diametre moyen, un événement faiblement exothermique
intervient entre 15 °C et 22 °C en présence d’acide palmitique a 2 %. Puis la cristallisation se
déroule de la méme maniére que pour I'’émulsion témoin, avec un pic exothermique
débutant a 13 °C et centré autour de 9,6 °C. La tripalmitine, quant a elle, conduit a un
décalage du pic principal de cristallisation vers les plus hautes températures: le pic
exothermique principal débute a 19 °C et est maximal pour 13,6 °C. Un deuxiéme pic, moins
intense, est centré autour de 7 °C.

Pour les émulsions submicroniques, I'acide palmitique a 2 % provoque encore une fois
I"apparition d’un pic exothermique, large et de faible intensité, entre 21 °C et 13 °C. La
tripalmitine décale le pic principal de cristallisation de +3 °C par rapport a la MGLA

émulsionnée seule.
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Figure 182 : Profil de cristallisation des émulsions de MGLA seule ou avec 2 % d’acide palmitique (16:0) ou 2% de
tripalmitine (PPP) pour des diamétres moyens de gouttes variables, correspondant aux trois pressions
d'homogénéisation : 0 bar, 50 bars, 500 bars, obtenus lors d’un refroidissement & -5 °C/min, endo up

Ainsi, pour tous les diametres moyens, l'acide palmitique a 2 % est responsable d’un
évenement de cristallisation précoce, qui concerne vraisemblablement peu de matiere mais
qui intervient a des températures significativement plus élevées. La tripalmitine quant a elle
semble décaler la cristallisation d’une fraction a haut point de fusion vers des températures
plus élevées.

La Figure 183 montre I'effet de la taille des gouttes pour chacun de ces deux accélérateurs
pris séparément. Pour la tripalmitine, la diminution de la taille des gouttes entraine une
augmentation du degré de surfusion avant le début de la cristallisation. L'effet habituel de Ia
taille des gouttes sur la cristallisation en émulsion, étudié dans au paragraphe 1.2, est

retrouvé sur ce systeme. Pour I'acide palmitique, la température de début de cristallisation
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se situe autour de 20 °C, quelle que soit I'’émulsion. Toutefois le pic peu intense a haute

température est sensible a la taille des gouttes puisque le maximum d’intensité se décale

lorsque le diametre moyen de I’'émulsion diminue : 21 °C, 19 °C et 16 °C pour les émulsions a

6 um, 2 um et 0,8 um de diametre moyen, respectivement.

Flux de chaleur (W/g de matiére grasse)
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Figure 183 : Profils de cristallisation des émulsions contenant 2% de tripalmitine ou d’acide palmitique (16:0), pour trois
diamétres moyens différents correspondant aux trois pressions d'homogénéisation : 0 bar, 50 bars, 500 bars, endo up

Cette analyse en rampe de refroidissement rapide montre clairement que des mécanismes

promoteurs différents sont en jeu pour ces deux modulateurs. Elle permet de formuler les

hypotheses suivantes :
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la cristallisation de I'acide palmitique se produit d’abord aux interfaces, ou il est sur-
concentré, comme nous I'avons déja proposé (§1.5). Plus les gouttes sont fines, plus
la quantité d’interface et donc la fraction d’acide palmitique adsorbé sont
importantes, ce qui justifierait 'augmentation de I'intensité de ce pic précoce lorsque
la taille des gouttes diminue. La courbure croissante doit toutefois géner la
cristallisation puisque le maximum du pic se décale vers les basses températures
guand la taille des gouttes diminue. La comparaison des figures 172 et 183 révele
une augmentation de la température de début de cristallisation avec la concentration
en acide palmitique: 16 °C a 1% versus 21°C a 2%, pour les émulsions
submicroniques. Cette évolution pourrait étre due a une augmentation de la
concentration interfaciale de ce modulateur. Néanmoins, un effet volumique ne peut
étre exclu puisque la concentration d’acide palmitique libre dans les gouttes est

également susceptible d’augmenter (cf. calculs précédents).
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- la tripalmitine cristallise avec une fraction de haut point de fusion de la MGLA. Les
nouveaux pics de cristallisation qu’elle fait apparaitre sont trop intenses pour
considérer qu’ils ne sont dus qu’a la cristallisation de la tripalmitine seule. Elle
entrainerait donc avec elle certains triglycérides de la MGLA avec lesquels elle
présente des similarités, pour éventuellement former des cristaux mixtes. Le fait
gu’elle subisse une surfusion croissante par diminution de la taille des gouttes nous

amene a penser que son effet est volumique et non interfacial.

1.6.3. Cristallisation de la MGLA en milieu dispersé en présence d’acide palmitique ou

de tripalmitine : refroidissement par trempe a 5 °C

La cristallisation par trempe, mesurée par RMN, est présentée sur la Figure 184. Pour les
émulsions a 6 um de diametre moyen, le taux de solide final en présence des deux
modulateurs est supérieur a celui de I’émulsion témoin. Pour les émulsions a 2 um et 0,8 um
de diamétre moyen, le taux de solide final est augmenté par I'ajout de tripalmitine et n’est
pas significativement impacté par I'acide palmitique.

Dans les deux émulsions les plus fines, I'acide palmitique augmente la hauteur du palier de la
premiere étape de cristallisation, mais retarde la vitesse de la deuxieme étape. Il favoriserait
la formation rapide de la forme a et retarderait la transition de phase vers la forme B’,
comme nous |'avons observé quand il est ajouté a 1 % au paragraphe 1.5. La tripalmitine,
guant a elle, modifie légérement l'allure de la cinétique de cristallisation de I'émulsion
submicronique : une deuxieme étape de cristallisation semble se dessiner a partir de 50

minutes.
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Figure 184 : Evolution du taux de solide des émulsions de MGLA avec et sans acide palmitique (16:0) ou tripalmitine (PPP)
a 2 %, de diamétres moyens variables correspondant aux trois pressions d'homogénéisation : 0 bar, 50 bars, 500 bars
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La Figure 185 présente I'évolution du taux de solide aux temps courts. Pour les émulsions de
6 um de diametre moyen, la tripalmitine réduit le temps d’induction et on observe une
étape supplémentaire de cristallisation, avec une légére inflexion de la courbe a environ 10
% de taux de solide, soit un tiers du taux de solide final. Pour les émulsions de 2 um, cette
inflexion est moins marquée, mais semble toujours présente, avec une amplitude similaire.
Le temps d’induction est également réduit. Pour les émulsions submicroniques, I'inflexion
n’est plus visible. La vitesse de cristallisation de la premiére étape de cristallisation est peu
impactée par les promoteurs pour les émulsions de 6 um. Pour les émulsions de 2 um et de

0,8 um, les deux promoteurs augmentent la vitesse de la premiere étape.
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Figure 185 : Evolution du taux de solide des émulsions de MGLA avec et sans acide palmitique (16:0) ou tripalmitine (PPP)
a 2 %, de diamétres moyens variables correspondant aux trois pressions d'homogénéisation : 0 bar, 50 bars, 500 bars.
Focus sur les 30 premiéres minutes

La Figure 186 représente le taux de solide en fonction de la température de cristallisation.
Cette représentation permet elle aussi de mettre en évidence l'inflexion en présence de

tripalmitine. Les deux modulateurs augmentent la température de début de cristallisation.
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Figure 186 : Evolution du taux de solide en fonction de la température de cristallisation pour des émulsions de MGLA avec
et sans acide palmitique (16:0) ou tripalmitine (PPP) a 2 % pour différents diamétres moyens correspondant aux trois
pressions d'homogénéisation : 0 bar, 50 bars, 500 bars
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L’effet de la taille des gouttes pour chacun des modulateurs pris séparément (Figure 187) est
conforme aux observations de DSC. Pour I'acide palmitique, I’émulsion submicronique est la
premiere a cristalliser, quoiqu’en faible proportion. Pour la tripalmitine, les émulsions
homogénéisées commencent a cristalliser a des températures sensiblement plus basses que

I’émulsion non homogénéisée.
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Figure 187 : Evolution du taux de solide en fonction de la température des émulsions de MGLA avec acide palmitique
(16 :0) ou tripalmitine (PPP) a 2 %, pour des diamétres moyens variables correspondant aux trois pressions
d'homogénéisation : 0 bar, 50 bars, 500 bars

1.6.4. Fusion de la MGLA dispersée en présence d’acide palmitique ou de tripalmitine,

apreés un palier isotherme a 5 °C pendant 90 min ou 48 h

Le profil de fusion des émulsions aprés 90 min de palier isotherme a 5 °C est présenté sur la

Figure 188. Les modulateurs n’ont pas le méme effet sur I'allure du profil thermique.

En présence de tripalmitine, la limite supérieure du domaine de fusion se décale vers les
hautes températures. Ce décalage est maximal pour I'émulsion la plus fine, ou il atteint
+10 °C par rapport a la MGLA (45 °C versus 35 °C). Pour I'émulsion a 6 um, on note
I"apparition d’un pic exothermique tres intense entre 15 °C et 25 °C. Le systeme n’a donc
clairement pas atteint I’équilibre aprés 90 minutes et subit une transition de phase lors de la

fusion.

L'effet de I'acide palmitique est moins important, et les thermogrammes sont proches de
ceux obtenus a 1 % (§1.5). Par rapport a la MGLA émulsionnée seule, on notera seulement
une augmentation du signal thermique en dessous de 20 °C. Il est possible que I'acide
palmitique stabilise ces formes instables pendant les 90 min de cristallisation isotherme. Les

pics exothermiques entre 20 °C et 30 °C sont aussi légérement plus intenses.
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Figure 188 : Profil de fusion a +5 °C/min suite a un refroidissement & -5 °C/min et une période isotherme a 5 °C pendant
90 minutes, pour les émulsions de MGLA avec et sans acide palmitique (16:0) ou tripalmitine (PPP) a 2 % pour différents
diametres de gouttes correspondant aux trois pressions d'homogénéisation : 0 bar, 50 bars, 500 bars, endo up

Aprés 48 h de stockage a 5 °C, la fusion des émulsions, présentée sur la Figure 189, montre
que les deux promoteurs testés conduisent a |'apparition de pics endothermiques a des
températures plus élevées que ceux de la MGLA seule. Pour I'acide palmitique, on observe
un pic endothermique peu intense entre 35 °C et 40 °C dans I’émulsion a 6 um et entre 35 °C
et 47 °C dans I'’émulsion a 2 um. Pour la tripalmitine, la plage de fusion de la MGLA se
prolonge jusqu’a environ 45 °C, soit une variation de +10 °C par rapport a la MGLA seule.
Dans ce domaine de température entre 35 °C et 45 °C, la valeur du flux thermique est assez
importante. L’enthalpie de fusion de cette zone ne peut étre due a la tripalmitine seule, la
valeur du signal intégré dépassant 5 % (soit la teneur en tripalmitine rajoutée dans la MGLA).
Sur la Figure 190, nous montrons le signal obtenu pour I'’émulsion a 6 um de diamétre
moyen ainsi que son intégrale (signal cumulé). Le taux de solide de la MGLA est de 52 % a
5 °C (chapitre 3 §5.2). En faisant I'hypothese que la tripalmitine est totalement cristallisée, la
part du signal qui lui correspondrait est de 10 %. Or, sur la Figure 190, le signal au-dela de
35 °C représente 20 % de l'aire totale. De plus, cette plage apparait comme une prolongation
et non comme un pic individuel. On peut en déduire que ce flux endothermique s’explique
par la fusion de cristaux mixtes de tripalmitine et de MGLA.

A l'inverse, la position du pic additionnel de I'acide palmitique a haute température (autour
de 40 °C) et sa faible intensité nous aménent a penser que ce pic est d a la fusion de I'acide
palmitique seul. Certes, la température de fusion de I'acide palmitique pur est de 63 °C, mais
en présence d’huile liquide I'entropie de mélange abaisse sa température de fusion,
conformément a la loi de Hildebrand (chapitre 1 eq. 1). Il se produirait donc une ségrégation

de I'acide par rapport au reste de la matiére grasse, le pic étant isolé.
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Figure 189 : Profil de fusion & +5 °C/min suite a un refroidissement & -5 °C/min et une période isotherme a 5 °C pendant
48 heures, pour les émulsions de MGLA avec et sans acide palmitique (16:0) ou tripalmitine (PPP) a 1 % pour différents
diamétres de gouttes, endo up
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Figure 190 : Profil de fusion & +5 °C/min suite a un refroidissement d -5 °C/min et une période isotherme a 5 °C pendant
48 heures, pour ’émulsion avec tripalmitine (PPP) de diameétre moyen égal a 6 um, endo up. Intégration du signal de
fusion

1.6.5. Visualisation de la cristallisation dans une goutte de MGLA en présence d’acide

palmitique ou de tripalmitine

Afin de consolider les hypotheses sur l'origine interfaciale ou volumique de I'effet du
promoteur, le tensiométre est utilisé pour réaliser des clichés de gouttes en cours de
cristallisation. Une goutte de 15 uL de MGLA, fondue a 80 °C, est formée dans une solution
de caséinate a 0,33 %, thermostatée a 25 °C. Une image par seconde est acquise pendant
1 h. Chacun des modulateurs est ajouté a 0,25 % dans la MGLA fondue. La Figure 191 montre
un échantillonnage des images acquises. Quand les cristaux se forment, ils empéchent la
lumiere de traverser la phase grasse, provoquant I'apparition de taches sombres dans la

goutte. Cette méthode confirme que la tripalmitine et l'acide palmitique sont des
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accélérateurs de cristallisation, dans la mesure ou les gouttes qui en contiennent
s’obscurcissent plus vite que le témoin a base de MGLA seule. Elle permet aussi d’apprécier
la forme, la taille et le nombre de cristaux et de voir ou ils se forment préférentiellement

dans la goutte.

Témoin PPP
o Q Q
- 9 9
. 9 Q
18 min Q
09 109
24 min #
30 min 9
. 9 '
D
- ' Q
D
- , 9
. ' '
3

Figure 191 : Photographies d'une goutte (15 ulL) de MGLA en cours de cristallisation a 25 °C. Dé gauche a droite : MGLA
seule (témoin), 0,25 % de tripalmitine (PPP) 0,25% d’acide palmitique (16:0)
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La Figure 192 présente un grossissement des clichés obtenus apres 12 minutes de
cristallisation. La goutte témoin a base de MGLA ne présente pas encore de cristaux, alors
que les premiers cristaux sont visibles en présence de tripalmitine et d’acide palmitique. Les
cristaux formés dans la goutte contenant la tripalmitine tendent a former un sédiment (peu
distinguable sur I'image) au fur et a mesure qu’ils se forment (fleche violette). Sur la Figure
191, aux temps compris entre 24 et 36 min, on remarque que la partie supérieure de la
goutte est légerement moins trouble que la partie inférieure, traduisant encore une fois la
tendance a la sédimentation. En revanche, en présence d’acide palmitique (fleche verte
Figure 192), les cristaux formés restent accrochés a I'interface eau/huile et le noircissement
des gouttes est spatialement homogene (Figure 191). Ce noircissement est également plus
rapide que dans la goutte contenant la tripalmitine. Les cristaux forment une couverture
épaisse aux interfaces et de ce fait opacifient la goutte tres rapidement. Cela ne signifie pas

pour autant que la cristallisation est globalement plus rapide qu’en présence de tripalmitine.

Témoin PPP 16:0

Figure 192 : Photographies d'une goutte (15 uL) de MGLA aprés 12 minutes de cristallisation a 25 °C. MGLA seule
(témoin), 0,25 % de tripalmitine (PPP) 0,25% d’acide palmitique (16:0),

Cette expérience conforte donc I'hypothéese selon laquelle I'acide palmitique accélere la
cristallisation a partir de l'interface, alors que la tripalmitine agit depuis le volume de Ila

goutte.

Tous les éléments apportés par la comparaison entre I'acide palmitique et la tripalmitine
nous permettent de proposer des mécanismes d’action sur la cristallisation de la matiere
grasse émulsionnée, schématisés sur la Figure 193. Ces modulateurs accélérent la
cristallisation en émulsion de la maniére suivante :
- l'acide palmitique, par sa nature amphiphile, est sur-concentré a l'interface. Lors du
refroidissement, il cristallise seul a l'interface, a partir de laquelle il déclenche la

cristallisation de la matiére grasse. Ainsi, de par l'action interfaciale de ce
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modulateur, la MGLA est moins sujette au phénomeéne de surfusion lors de la
diminution de la taille des gouttes. La cristallisation interfaciale est tout de méme
ralentie dans les émulsions fines, vraisemblablement a cause des fortes courbures.
L’acide palmitique favorise la forme instable a, et retarde sa transition de phase vers
la forme B’.

- La tripalmitine se mélange plus intimement avec les triglycérides de la matiere
grasse. Elle élargit le domaine de fusion de la MGLA vers les hautes températures.
Elle cristallise sous forme de cristaux mixtes avec les triglycérides a haut point de
fusion de la MGLA et agit depuis le volume de la goutte. De ce fait, lorsque la taille
des gouttes diminue, le phénomeéne de surfusion est amplifié et la cristallisation

commence a des températures plus basses.

Témoin 16:0 PPP

refroidissement

Figure 193 : Mécanismes d'actions présumés de I'acide palmitique (16:0) et de la tripalmitine (PPP) sur la matiére grasse
laitiére émulsionnée

1.7. Conséquence de I'ajout de modulateurs sur les propriétés macroscopiques des

émulsions

L’acide palmitique et I'acide oléique modifient la cristallisation de la matiére grasse laitiére
lorsqu’elle est dispersée. Dans cette partie, nous étudierons l'impact de ces deux
modulateurs sur des propriétés macroscopiques des crémes reconstituées, a savoir leur

stabilité au crémage et leur comportement rhéologique.

1.7.1. Stabilité au crémage des émulsions : influence de la taille des gouttes

La stabilité des émulsions vis-a-vis du crémage, évaluée sur un temps de stockage prolongé,

est examinée a l'aide du Turbiscan. Les émulsions a 60 °C sont placées dans I'atmosphére
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controlée de I'appareil, a 5 °C. La Figure 194 montre I'évolution de l'intensité lumineuse
rétrodiffusée pour les trois émulsions. L'abscisse correspond a la hauteur dans le tube,
I'ordonnée a l'intensité du signal rétrodiffusé et la couleur des courbes varie continument du
bleu au rouge lorsque le temps augmente. La fleche noire a double sens, ajoutée
manuellement, représente I'amplitude de la zone de clarification au bas du tube, synonyme

de crémage : quand les gouttes de I'émulsion remontent, la zone basse s’appauvrit en
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Figure 194 : Evolution du signal de rétrodiffusion du Turbiscan @ 5 °C pour trois émulsions de MGLA obtenues par
homogénéisation a 0 bar, 50 bars et 500 bars

Hauteur (mm)

239



Partie 2 : Cristallisation en émulsion

La largeur de la zone de crémage est évaluée pour les trois émulsions et son évolution au
cours du temps est présentée sur la Figure 195. L'émulsion a 5,9 um de diametre moyen est
celle qui creme le plus vite : en 6 jours, une zone de 10 mm d’épaisseur, soit un quart de la
hauteur totale de I’'émulsion, s’est appauvrie en phase dispersée. Dans le méme temps,
I’épaisseur de la zone appauvrie n’est que de 2 mm pour I'émulsion a 2,2 um de diametre.
L’émulsion la plus fine n’a quant a elle pas subi d’évolution notable pendant cette durée.
Pour cette méme émulsion, le crémage reste imperceptible, méme apres 27 jours de
stockage. Le taux de migration des gouttes dans le tube est déterminé en évaluant la pente
moyenne des courbes entre 1 et 5jours (considérée comme une zone de régime
stationnaire). Il est de 0,05 mm/h pour I'émulsion non homogénéisée, de 0,01 mm/h pour

I’émulsion homogénéisée a 50 bars et de 0 mm/h pour I'émulsion homogénéisée a 500 bars.

L’évolution qualitative de la vitesse de crémage en fonction du diametre moyen des gouttes
s’explique par deux effets concomitants. D’une part, selon la loi de Stokes (chapitre 1
§2.2.1), la vitesse de crémage d’une goutte évolue comme son rayon au carré. D’autre part,
I'agitation brownienne des gouttes qui tend a maintenir I'homogénéité est d’autant plus

intense que les gouttes sont fines.
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Figure 195 : Epaisseur de la zone de clarification en bas du tube pour trois émulsions de MGLA de diamétres moyens
différents : 0,8 um, 2,2 um et 5,9 um
1.7.2. Stabilité au crémage des émulsions : effet de I'acide palmitique et de I’acide
oléique
L’effet des acides palmitique et oléique sur le crémage est étudié sur 4 jours. Les émulsions
homogénéisées ne crement que trés peu, voire pas du tout sur cet intervalle de temps. Seule
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I’évolution des émulsions non homogénéisées (5,8 um de diametre) est présentée sur la

Figure 196.

Le crémage dans le tube est plus important pour I'’émulsion contenant I'acide oléique. Apres
96 h, la zone appauvrie en globules gras mesure 13,2 mm, soit le tiers de la hauteur de
I’émulsion, contre 7 mm pour I'émulsion sans modulateur. A I'inverse, I'acide palmitique
limite I'épaisseur de cette zone a 6 mm. La vitesse de crémage moyenne mesurée entre 4 h
et 12 h est de 0,10 mm/h pour I’émulsion d’acide palmitique, de 0,18 mm/h pour celle de la
MGLA seule et de 0,22 mm/h pour celle de I'acide oléique. On constate que I'effet des
modulateurs sur le crémage intervient principalement pour la premiere heure de
cristallisation dans le Turbiscan. Les évolutions relatives ne peuvent se justifier par les
diametres moyens des gouttes qui restent tres proches pour les trois émulsions.
L'accélération du crémage en présence d’acide oléique pourrait s’expliquer par une
évolution de la rugosité interfaciale. En effet, si 'on admet que I'augmentation de la
surfusion dans I'’émulsion contenant I'acide oléique conduit a des cristaux plus petits et que
I’adsorption de I'acide oléique a l'interface peut géner la formation de cristaux a cet endroit,
alors, en I'absence de cristaux saillants, les interfaces seraient plus lisses et le mouvement
relatif des gouttes serait facilité. Au contraire, avec la MGLA seule, les interfaces seraient
plus irréguliéres et cette rugosité entraverait le mouvement relatif (glissement) des gouttes
au contact. Dans le cas de I'acide palmitique, il est possible que la cristallisation commencant
potentiellement par les interfaces et conduisant a une augmentation de la rugosité

interfaciale, soit a I'origine du ralentissement du crémage.
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Figure 196 : Epaisseur de la zone de clarification en bas du tube pour les émulsions de MGLA de gros diamétre avec et
sans acide palmitique (16:0) ou acide oléique (18:1)
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L'effet facilitateur du crémage induit par I'acide oléique pourrait aussi justifier le taux de
solide final (inattendu) plus élevé dans I’émulsion non homogénéisée contenant de I'acide
oléique par rapport a celle qui n’en contient pas, lors de la cristallisation par trempe suivie
par RMN (Figure 153). Dés les premieres heures, cette émulsion créme plus rapidement que
I’émulsion de MGLA seule. Cela conduit a une surconcentration de matiére grasse dans la
partie supérieure du tube, qui est justement la zone ou le dispositif RMN mesure le taux de
solide (Figure 197) et conduirait a une surestimation légere du taux de solide.
Tube RMN

>

temps

Zone
de mesure

ému|Si0n 9 - Tcrémage

Figure 197 : Schéma illustrant la surconcentration de la matiére grasse au niveau de la zone de mesure RMN lors du
crémage

Le comportement rhéologique est une autre propriété macroscopique des émulsions
susceptible de dépendre de I'état de cristallisation des gouttes. Nous avons montré dans les
sections précédentes que les émulsions ne subissent pas le phénoméne de coalescence
partielle. En augmentant la fréquence des collisions, le cisaillement peut provoquer des
évenements de coalescence [8]. Nous avons fait le choix d’étudier les propriétés
rhéologiques en régime oscillatoire de fagon a ne pas perturber la structure colloidale des

systemes.

1.7.3. Comportement rhéologique des émulsions en présence de modulateurs de

cristallisation

1.7.3.1.  Evolution du module élastique au cours de la cristallisation des émulsions

L’évolution du module élastique en cours de cristallisation, pour une émulsion de 6 um, avec
ou sans acide palmitique ou oléique est présentée sur la Figure 198. Quand les émulsions
sont refroidies dans la cellule de Couette du rhéometre, leur module élastique augmente

d’un facteur 10. Des interactions entre les gouttes se mettent en place quand le taux de
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solide augmente dans les gouttes. La coalescence partielle peut étre exclue, puisque nous
avons préalablement montré que, quel que soit le modulateur, la granulométrie des
émulsions reste invariante apres une trempe et un séjour prolongé a 5 °C. On remarque par
ailleurs que I'ajout de modulateurs de cristallisation n’a pas d’effet significatif sur I’évolution

du module élastique : les valeurs finales sont comprises entre 6 Pa et 10 Pa pour les trois

émulsions.
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Figure 198 : Evolution du module élastique G’ d’émulsions de MGLA de 6 um de diamétre moyen, avec ou sans acide
palmitique (16:0) ou acide oléique (18:1) a 1 %, , au cours de la cristallisation (dT/dt = 5 °C/min puis isotherme a 5 °C)

1.7.3.2.  Evolution du module élastique au cours d’un balayage en déformation

Le module élastique des émulsions est évalué pour les trois diametres moyens étudiés
(6um, 2 um et 0,8 um), aprés deux jours de cristallisation a 5°C, par balayage en
déformation dans une géométrie plan-plan (Figure 199). Les valeurs de G’ en régime linéaire,
toutes comprises entre 2 et 30 Pa, révelent I'existence d’un gel faible, sans tendance
particuliere relativement a la taille moyenne des gouttes ou a la nature des modulateurs.
Plusieurs types d’interactions peuvent se déployer dans de telles émulsions, notamment la

déplétion, les pontages protéiques et le « jamming ».

La déplétion pourrait étre induite par la présence de caséinates en exces dans la phase
continue, comme le montre le calcul de couverture des interfaces du paragraphe 1.2.1. Mais
si les interactions de déplétion étaient dominantes, le module élastique serait sensible a la
taille des gouttes. En effet, I'énergie attractive associée a l'interaction de déplétion est
proportionnelle au rayon des gouttes et a la fraction volumique des caséines en exces

(chapitre 1 § 2.2.2.). L’agrégation devrait donc étre plus prononcée dans I'émulsion a 6 um
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de diameétre que dans celle a 0,8 um : le diameétre est plus important et les caséinates, moins
mobilisés a I'interface, sont donc plus concentrées de la phase continue. Or, la valeur de G’

est [égerement plus élevée pour les émulsions homogénéisées.

Le gel faible pourrait aussi s’expliquer par |'existence de pontages protéiques.
L’augmentation du module élastique observé lors de la cristallisation des émulsions (Figure
198) suggere l|'existence d’'une connexion physique entre les gouttes. En effet, il a été
montré dans la littérature que la cristallisation augmente le G’ d’un gel de protéines a
condition que les gouttes soient physiquement attachées au gel via les interfaces [9]. Si tel
n’est pas le cas, la cristallisation a tendance a faire diminuer le G’. Mais la granulométrie
comparative de notre émulsion de MGLA seule a 6 um diluée dans I'eau ou dans le SDS ne
montre aucune différence significative (données non reportées). Cela n’exclut pas I'existence
de ponts protéiques entre les gouttes, qui peuvent étre trés faibles et détruits dans la cellule

de dispersion du granulomeétre sous |'effet de I'agitation.

Il est également possible que les gouttes cristallisées présentent des aspérités de surfaces
génant les mouvements relatifs, c’est-a-dire les glissements des gouttes les unes par rapport
aux autres. Cette situation de blocage confére au systeme des propriétés de gel. On parle de

« jamming » [8].

Quelle que soit la cause de la faible gélification des émulsions étudiées, I'ajout de

modulateurs de cristallisation ne modifie pas significativement la force du gel.
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Figure 199 : Evolution du module élastique G’ au cours d’un balayage en déformation pour des émulsions de MGLA avec
ou sans modulateurs, pour trois tailles de gouttes correspondant aux trois pressions d'homogénéisation : 0 bar, 50 bars,
500 bars

Le module élastique représente |'aptitude du systeme a stocker I'énergie. Son indépendance

vis-a-vis de la taille des gouttes nous amene a la conclusion que le stockage de I'énergie ne
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se fait pas au niveau des interfaces et n’est donc pas controlé par la pression de Laplace des
gouttes, comme dans les émulsions concentrées a base de gouttes liquides [10]. Il
s’effectuerait donc principalement au niveau du volume des gouttes partiellement
cristallisées. Comme le taux de solide varie assez peu d’un systeme a l'autre, quel que soit le
modulateur et la taille des gouttes, le G’ n’est pas significativement modifié d’'un systéme a

I"autre.

1.7.3.3.  Evolution du module élastique au cours d’un cycle de tempérage

Dans la mesure ou les acides palmitique et oléique possedent une activité interfaciale, ils
déplacent une partie des caséines des interfaces, et de ce fait, ils peuvent modifier la

stabilité des émulsions vis-a-vis de la coalescence partielle [8].

Pour évaluer I'aptitude des modulateurs a induire la coalescence partielle au repos, les
émulsions sont soumises a un cycle de tempérage au rhéometre. Initialement introduites
dans la géométrie plan-plan apres 48 h de cristallisation a 5 °C, elles subissent un palier de
tempérage a 25 °C pendant 15 minutes, avant d’étre refroidies a 5 °C pendant une heure. Le
cycle de tempérage a pour but d’accélérer la coalescence partielle des gouttes. En effet, il a
été montré par F. Thivilliers [8] que I'application d’un traitement thermique de ce type
provoque la gélification des émulsions par coalescence non relaxée des gouttes
partiellement cristallisées (chapitre 1 § 2.3.2.). A 4 °C, les surfaces sont majoritairement
recouvertes par des cristaux qui protégent les gouttes de la coalescence partielle. Lorsque la
température est comprise entre 15 et 30 °C, comme cela est le cas sur le plateau de
tempérage, une partie des cristaux fond et cette évolution favorise la coexistence de liquide
et de solide aux interfaces. Si un cristal saillant appartenant a une goutte entre en contact
avec une interface liquide appartenant une goutte voisine, la forte pression au niveau du
contact provoque le pergage du film liquide et la création d’'un pont huileux irréversible
entre les gouttes. La relaxation de forme induite par la tension interfaciale qui devrait
conduire a la fusion totale des gouttes est inhibée par la rigidité intrinseque des gouttes
semi solides. Le matériau subit une gélification par formation d’un réseau tridimensionnel de
globules connectés par coalescence partielle, ce qui se traduit par une augmentation
progressive de G’ et de G”. La valeur finale des modules viscoélastiques refléte le niveau de

connectivité et donc l'aptitude du matériau a subir la coalescence partielle. Il est ainsi
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possible par application d’un cycle de tempérage, d’étudier I'aptitude des modulateurs a

modifier la stabilité des émulsions

L’évolution du module élastique des émulsions au cours de ce cycle est présentée sur la
Figure 200. Lorsque la température est portée a 25 °C, le module élastique de toutes les
émulsions diminue. Les gouttes de matiére grasse fondent partiellement. Quand leur
température repasse a 5 °C, toutes ces émulsions retrouvent un module élastique tres
proche de sa valeur initiale. La recristallisation induite par le refroidissement ne conduit pas
a la formation de liaisons solides supplémentaires. Autrement dit, aucun des modulateurs de

cristallisation étudié ne semble induire de coalescence partielle au cours de ce cycle de

tempérage.
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Figure 200 : Evolution du module élastique d’émulsion de MGLA de 6 um de diamétre, avec et sans modulateurs de
cristallisation, au cours d’un cycle de tempérage

Les distributions granulométriques avant et aprés tempérage des émulsions contenant de
I'acide palmitique et de I'acide oléique ont été mesurées et se superposent parfaitement
(Figure 201). Ceci prouve que la coalescence partielle ne s’est effectivement pas produite

pendant le cycle thermique.
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Figure 201 : Distribution granulométrique des émulsions de MGLA seule ou avec acide palmitique (16:0) et acide oléique
(18:1) tempérées ou non tempérée

La résistance de ces émulsions au phénomeéne de coalescence partielle peut s’expliquer par
la taille des gouttes mise en jeu. Dans la littérature, il a été observé que, méme en présence
d’un tensioactif hydrophile qui déplace les protéines a l'interface, la coalescence partielle
dans des émulsions laitiéres reconstituées similaires aux nétres ne se produit que dans les

émulsions dont le diametre moyen est supérieur a 10 um [8].

Aussi, pour évaluer la capacité des modulateurs de cristallisation a induire ou prévenir le
phénoméne de coalescence partielle, nous avons fabriqué des émulsions de plus gros

diameétre (>10 um).
2. Cristallisation d’émulsions monodisperses de gros diametre (> 10 um)

Les techniques d’émulsification mises en ceuvre dans la partie précédente ne sont plus
adaptées. Pour réaliser des émulsions calibrées de gros diameétre, il est préférable de cisailler
le mélange de phases non miscibles en régime laminaire, au moyen d’un dispositif de type
Couette (cylindres concentriques). Dans un premier temps, I'évolution de la taille des
gouttes avec les parametres de I'émulsification (formulation et gradient de cisaillement) est
évaluée sur une émulsion de MGLA sans modulateur. Puis, dans un second temps, I'acide
palmitiqgue est mis en jeu, pour étudier I'impact de cet accélérateur sur les propriétés de

coalescence partielle des émulsions de gros diamétre.
2.1. Mise en ceuvre des émulsions de MGLA monodisperses

La procédure de fabrication décrite en détail au chapitre 2 consiste a préparer une

pré-émulsion visqueuse et trés concentrée en phase dispersée, a la cisailler dans la cellule de
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Couette, puis a la diluer. L'effet de plusieurs facteurs de formulation et de procédé sur le
diametre des gouttes de I'émulsion laitiere reconstituée est évalué : la concentration de
phase dispersée ou de caséinate de sodium du pré-mélange, la vitesse de rotation du

cylindre mobile et la vitesse linéaire d’injection du piston dans I’émulsificateur. Les

conditions mises en ceuvre sont répertoriées dans le Tableau 44. Les données

granulométriques et certaines des images de microscopie caractéristiques des émulsions

obtenues sont présentées sur la Figure 202.

Tableau 44 : Variation de la taille des gouttes de 'émulsion en fonction des paramétres de formulation et

d’émulsification
formulation 1 2 6 7
Cprotéine’ (%m) 9,1 9,1 9,1 9,1 9,1 11,9 11,9
uaia” (%m) 82 82 85 88 91 91 88
émulsification
Y (s'l) 7350 13650 13650 13650 13650 13650 13650
vitesse d'injection (u.a.) | 5,2 5,2 5,2 5,2 5,2 5,2 1
caractérisation
D(4,3) (um) 31,3 203 17,3 12,7 103 4,3 5,0
P (%) 20 18 19 22 15 14 13

1 - "
: concentration en protéines dans la phase aqueuse
2 . 5N s
: concentration en matiére grasse dans le mélange total
Y : gradient de cisaillement

40

Volume (%)

V.

Taille (um)

Figure 202 : Caractérisation par microscopie optique et granulométrie des émulsions monodisperses. Pour les conditions
de formulation et d’émulsification des émulsions (numérotées de 1 a 7), se référer au Tableau 44
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L'effet des facteurs de formulation et de procédé sur la granulométrie des émulsions est
illustré en Figure 203. L'augmentation de la concentration en protéines et en matiere grasse
dans le pré-mélange augmente sa viscosité. De ce fait, a gradient de cisaillement constant, la
contrainte visqueuse appliquée est plus importante et conduit a la diminution de la taille des
gouttes de I'émulsion. De la méme maniére, la taille des gouttes diminue quand la vitesse de
rotation du cylindre intérieur de la cellule de Couette et donc le gradient de cisaillement
augmentent. Diminuer la vitesse d’injection du piston permet d’augmenter le temps de
séjour de I'émulsion grossiere dans la cellule de Couette, ce qui permet également de

réduire le diametre des gouttes.
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Figure 203 : Evolution du diamétre moyen en volume des émulsions en fonction des paramétres de formulation et
d’émulsification : fraction volumique de matiére grasse de I'’émulsion de départ, gradient de cisaillement (y),
concentration en protéines et vitesse d’injection (v;,,). Pour la signification du numéro de chaque émulsion (1 a 7), se
référer au Tableau 44
En faisant varier les parameétres étudiés, il est donc possible d’obtenir des émulsions de
diamétre moyen variable, dans une gamme allant de 4 pum a 31 um. Les émulsions obtenues
ont des distributions granulométriques trés étroites. Cette propriété est mise en évidence
par a la fois les images de microscopie optique de la Figure 202 et par les indices de
polydispersité, P, inférieurs a 25% dans tous les cas (Tableau 44). Il a été montré par Mabille
et al. [11] que le cisaillement appliqué en régime laminaire, en conditions non quasi-
statiques (augmentation soudaine du gradient de cisaillement de 0 a la valeur de consigne),

peut conduire a un régime de fragmentation monodisperse lorsque les deux conditions

suivantes sont satisfaites : une absence de recombinaison (coalescence) et un rapport entre
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la viscosité de la phase dispersée et de I'’émulsion comprise entre 10 et 1. Ces conditions

sont vraisemblablement respectées dans le cas présent.

2.2. Impact de I'acide palmitique sur les émulsions de MGLA monodisperses
2.2.1. Fabrication et caractérisation des émulsions en présence acide palmitique

Aprés émulsification et dilution, la composition est de 2 % de caséinate de sodium et de 40

% de matiere grasse, elle-méme composée de 99 % de MGLA et de 1 % d’acide palmitique.

Pour étudier dans le méme temps l'effet de la taille des gouttes, en s’assurant de ne pas
faire varier la formule, la méme pré-émulsion est cisaillée dans la cellule de Couette a deux
vitesses différentes, variant du simple au double. Ces deux émulsions sont comparées aux
émulsions témoins de MGLA sans acide palmitique, cisaillées dans les mémes conditions. Les
niveaux de cisaillement et la composition des pré-émulsions mis en jeu sont présentés dans
le Tableau 45. Les émulsions sont caractérisées par granulométrie et microscopie et les
résultats sont présentés dans le Tableau 45 et la Figure 204. Les cisaillements plus faibles

conduisent logiquement a des gouttes plus grosses.

Les émulsions a gros globules avec et sans acide palmitique ont des tailles proches, de
I'ordre de 30 um. En revanche, pour les émulsions fines, le diamétre moyen est bien plus
faible en présence d’acide palmitique (11 um contre 18 um pour la MGLA seule). La
diminution de la taille des gouttes en présence d’acide palmitique peut s’expliquer par la
diminution de la tension de surface déja évoquée (§ 1.5.1.). La pression de Laplace diminue,

ce qui facilite le fractionnement des gouttes.

Tableau 45 : Evolutions des paramétres granulométriques des émulsions de MGLA seule et de MGLA avec 1% d’acide
palmitique (16 :0), en fonction des parameétres de formulation et de procédé
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MGLA MGLA 16:0 16:0
1 2 1 2
: Cprotéines1 (%m) 8'8 8,8 8,8 8:8
de Izol;r:éL-jel'za::L?Ir;ion dug, (%m) 8 85 85 8
Cmodulateur3 (%n'l) 0 0 1 1
P V(s 7497 14975 7497 14975
Emulsification vis)
Vinjection (U-a-) 3 3 3 3
D(4,3) (um) 32 18,2 28,1 10,6
Caractérisation D(3,2) (um) 29,7 16,7 24,7 9,4
P (%) 22 24 29 28

s 1 . . s ;7 .
Cprotéines  : concentration massique de protéines dans la phase aqueuse de la pré-émulsion
2 . . . s .
dme : fraction massique de matiére grasse (MGLA + modulateur) dans la pré-émulsion

2 .
Crnodulateur : CONcentration de modulateur dans la phase grasse
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Figure 204 : Observations en microscopie optique d’émulsions de MGLA seule ou de MGLA avec 1 % d’acide palmitique
(16 :0) fabriquées a deux niveaux de cisaillement (7500 s et 15000 s'l)

Les émulsions sont placées a 4 °C pendant au moins 16 h, sur un agitateur rotatif a faible
vitesse pour éviter leur crémage. Les tubes sont complétement remplis pour éviter la
formation de bulles qui risqueraient de cisailler le systéme. Dans ces conditions, les
émulsions ne coalescent pas. Elles restent fluides et la granulométrie des gouttes n’est pas
modifiée. Ces émulsions cristallisées ont été observées par microscopie optique a 25 °C, en
conditions d’éclairage standard et en lumiere polarisée. Les images obtenues en présence
d’acide palmitique sont reportées sur la Figure 205. Les cristaux de matiére grasse formés au
sein des gouttes sont clairement visibles sur les images en lumiére polarisée.

Lumiére non Polarisée Lumiére Polarisée
4 [TV "

7500 s &

15000 s

Figure 205 : Observations en microscopie optique, avec et sans polarisation de la lumiére, d’émulsions de MGLA avec 1 %
d’acide palmitique (16 :0) fabriquées a différents niveaux de cisaillement (7500 st et 15000 5'1) et cristallisées a 5 °C
pendant 16 h
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2.2.2. Propriétés fonctionnelles des cremes : coalescence partielle

Pour évaluer la capacité de I'acide palmitique a induire le phénoméne de coalescence
partielle dans des émulsions de diamétre important, les quatre émulsions (avec ou sans
modulateur, deux niveaux de cisaillement) ont été soumises a un cycle de tempérage dans le
rhéometre, en configuration plan-plan. Le cycle thermique appliqué a la créme reconstituée
stockée a 4 °C consiste en une rampe rapide (+5°C/min) de 5°C a 25°C, un plateau
isotherme a 25 °C pendant 15 minutes, puis un refroidissement rapide (-5 °C) pour revenir a

4 °C. La température est ensuite maintenue a 4 °C pendant 30 minutes.

Lorsque la température est comprise entre 15 °C et 30 °C, comme cela est le cas sur le
plateau de tempérage, une partie des cristaux fond et cette évolution favorise la coexistence
de liquide et de solide aux interfaces. Nous avons par ailleurs observé un phénomene
singulier lorsque la température augmente, illustré sur la Figure 206. Des « lentilles »
liqguides apparaissent tres distinctement a la surface des gouttes. Ce phénomeéne se
produisant a [I'échelle de gouttes de taille colloidale est analogue a |'exsudation
macroscopique observée dans certaines matrices soumises a un choc thermique [12]. Le
liquide qui se forme au sein des gouttes lors de la fusion posséde une densité inférieure a
celle des cristaux. La relaxation volumique globale des gouttes s‘opéere a une échelle de
temps caractéristique tres supérieure au temps de fusion local. De ce fait, le liquide au sein
des gouttes est soumis a une forte surpression, ce qui provoque une « éruption » ou

exsudation vers la surface.

15000 st

Figure 206 : Aspect des émulsions de MGLA avec 1 % d'acide palmitique, préparées a deux gradients de cisaillement
(15000s™ et 7500 s™), cristallisées & 5 °C et portées & 25 °C pour I'observation microscopique. Les fleches rouges indiquent
la formation de « lentilles » liquides
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Les modules élastiques et visqueux obtenus avant et apres tempérage (a t= 55 minutes) des

quatre émulsions étudiées sont présentés dans le Tableau 46.

Tableau 46 : Evolution des modules élastique (G’) et visqueux (G”’) au cours du tempérage des émulsions de MGLA seule
ou avec 1 % d’acide palmitique (16:0) de différents diamétres moyens

t=0min, T=4 °C t=55min, T=4°C
Emulsion [()Sf;) G' G" G' G"
(Pa) (Pa) (Pa) (Pa)

MGLA 1 32 11 51 8154 1785
16:01 28 8,0 4,6 13 2,8
MGLA 2 18 2,3 1,4 58 10
16:02 11 0,2 0,7 4,3 1,3

L’évolution des modules élastique et visqueux au cours du cycle de tempérage des deux
émulsions de MGLA seule, a 32 um et 18 um de diametre moyen, est représentée sur la
Figure 207. Avant le tempérage, les deux émulsions ont un module élastique faible, compris
entre 1 et 10 Pa. Lors de la rampe thermique ascendante, les globules fondent partiellement
et de ce fait les modules diminuent. Au plateau isotherme, le phénomeéne de coalescence se
produit et cela se traduit par une ré-augmentation des modules. L’accroissement reste
toutefois modeste car la proportion de solide dans les gouttes est relativement faible. Lors
de la rampe descendante, les modules augmentent de fagon beaucoup plus prononcée en
raison de la formation de cristaux au sein des globules connectés. Aprés le tempérage,
lorsque la température revient a 4 °C, le module élastique de I'’émulsion a 32 um de
diameétre moyen atteint quasiment 10* Pa, alors que I'émulsion a 18 um présente un module
élastique final de 60 Pa seulement. Ainsi, sous I'effet du tempérage, I'’émulsion contenant les
plus gros globules passe d’un état fluide a un gel fort. Ce phénomeéne peut étre attribué a la
coalescence partielle, rendue possible par la fusion d’'une partie des cristaux de matiéere
grasse a 25 °C, la connexion des gouttes par des contacts solide/liquide, puis la solidification
du réseau de gouttes lors du retour de la température a 5°C. Le module élastique de
I’émulsion se rapproche alors de celui de la MGLA en phase continue, établi au chapitre 1, de
I'ordre de 10° Pa. Cela montre qu’une forte connectivité s’établit dans I'émulsion lorsque la
température redescend a 4 °C. Dans I"’émulsion plus fine, un gel beaucoup plus faible se
forme. L'augmentation plus modérée du module élastique lors du retour a 4 °C nous améne

a penser que la densité de connexions par coalescence partielle est plus faible.
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Figure 207 : Tempérage des émulsions de MGLA seule de diamétre moyen 32 um et 18 um. Evolution du module élastique
G’ et du module visqueux G”

Cet effet de la taille des gouttes sur la coalescence partielle dans des créemes reconstituées a
déja été observé dans la littérature [8]. Pour des systémes similaires, mais avec ajout d’'un
tensio-actif dans la phase aqueuse, il a été montré que la coalescence partielle ne se produit
gu’au-dela d’un diametre critique de I'ordre de 10 microns. Le phénoméne de percage du
film requiert des cristaux suffisamment gros et saillants. Or, la taille des cristaux est d’autant

plus élevée que les gouttes d’émulsion sont grosses.

La Figure 208 permet de comparer le comportement rhéologique d’émulsions de diamétre
semblable, environ 30 um, avec ou sans modulateur. Avant le tempérage, les deux
émulsions ont un module élastique trés proche. Mais, alors que I'émulsion a base de MGLA
subit une forte gélification lors du tempérage, le module élastique final en présence d’acide
palmitique reste trés proche de sa valeur initiale. Dans ce dernier systeme, la coalescence

partielle a donc été inhibée.
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Figure 208 : Tempérage des émulsions de MGLA sans et avec acide palmitique (16:0), de diamétre moyen 30 um.
Evolution du module élastique G’ et du module visqueux G”

Plusieurs hypotheses peuvent expliquer la résistance a la coalescence de I’émulsion
contenant I'acide palmitique :

- ce modulateur conduirait a la cristallisation de I"émulsion par les interfaces, comme
nous l'avons déja proposé. Du fait de sa nature tensioactive, cette molécule se
concentre et cristallise aux interfaces. Lors du tempérage, il est possible qu’elle ne
fonde pas et permette de conserver une « coquille » rigide autour des globules, les
protégeant de la coalescence ;

- l'acide palmitique conduit a la formation de cristaux plus petits, et donc moins aptes
a percer les interfaces lors de la cristallisation ;

- il favorise la formation de polymorphes de type a instables et ralentit leur transition
vers des formes plus denses. Les formes B’, plus denses et plus rigides, seraient plus a

méme de percer les interfaces lors de la coalescence partielle.

Dans la littérature, plusieurs auteurs ont également montré que la cristallisation d’un tensio-
actif a longue chaine aliphatique saturée a l'interface prévient la coalescence partielle des

émulsions laitieres [13,14].
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Enfin, sur la Figure 209 nous reportons les courbes obtenues pour les deux émulsions

contenant le modulateur. La valeur finale du module élastique est faible dans les deux cas,

reflétant I'absence de coalescence partielle.
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Figure 209 : Tempérage des émulsions de MGLA avec acide palmitique (16:0), de diamétres moyens 28 um et 10 um.
Evolution du module élastique G’ et du module visqueux G”

Ces observations a I’échelle macroscopique refletent indirectement I'impact de l'acide
palmitique sur la cristallisation en phase dispersée. Son effet sur le taux de solide de Ia
matiére grasse est faible, mais il agit sur la nature (taille et forme polymorphique) et la

localisation des cristaux dans la goutte.

3. Synthese de I’action des modulateurs sur la cristallisation de la matiere

grasse laitiere émulsionnée

Le Tableau 47 reporte les résultats obtenus en phase continue et en émulsion pour les deux
types de refroidissement étudiés, par trempe ou en rampe controlée. Ainsi, I'effet des
modulateurs de cristallisation identifié en phase continue n’est pas toujours retrouvé quand
la MGLA est confinée dans des gouttes. Il est aussi trées dépendant des conditions

opératoires de refroidissement et du temps de stockage des émulsions pour I'étude des

profils de fusion.
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Tableau 47 : Synthese de I'effet des modulateurs sur les paramétres de la cristallisation a 5 °C, par trempe ou en rampe
(-5 °C/min), de la MGLA en phase continue ou dispersée, dans des émulsions de différents diamétres moyens

cristallisation en rampe (DSC) cristallisation en trempe (RMN)
Phase Emulsion Phase Emulsion

continue 6um 2um 0,8 um continue 6 um 2 um 0,8 um

T, T, T, T, tind vitesse tind vitesse ting vitesse tind vitesse'
MGLA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3:0 - = = = + - = = = = = =
18:1 - - - - = = = = + - + -
16:0 + + + + + - = = - + - +
PPP + + + + + - - = - + - +

T. : température de cristallisation ; tj,q : temps d’induction
vitesse' : vitesse de la premiére étape de cristallisation
+:augmente ; - : diminue ; = ne modifie pas

La difficulté dans le cas des émulsions est de faire la part entre I'impact du modulateur et
celui de la granulométrie des gouttes. Dans le cas de l'acide propionique, il n’y a pas
d’ambiguité : son effet inhibiteur disparait du fait de sa solubilité en phase aqueuse. Ainsi,
pour avoir un effet sur la cristallisation, les modulateurs doivent étre confinés dans la phase
grasse, ce qui exclut le recours aux acides gras a courte chaine et réduit donc trés largement
le spectre des molécules utilisables pour inhiber la cristallisation dans les systémes

émulsionnés.

Le cas des modulateurs présents a la fois a I'interface entre I’huile et I’eau et dans le volume
des gouttes est plus difficile a anticiper. En cristallisation dynamique a -5 °C/min, I'acide
oléique et I'acide palmitique conservent leurs effets respectifs d’inhibiteur et de promoteur
sur la MGLA émulsionnée. En revanche, leur impact sur le profil de fusion de la MGLA en
phase dispersée, avec et sans modulateur, est différent : il est trés peu modifié dans le cas
de I'acide oléique apres un temps de stockage supérieur a 90 min contrairement a ce qui est
observé en présence d’acide palmitique, méme apres 48 heures de stockage a basse

température.

La comparaison de I'effet promoteur de I'acide palmitique et de la tripalmitine permet de
discuter des mécanismes d’action de ces modulateurs dont les chaines grasses sont de
méme longueur, le premier agissant préférentiellement par l'interface et le second par le
volume des gouttes. Tous deux conservent un effet promoteur en émulsion. Leur impact est
surtout visible sur les profils thermiques qui sont modifiés par rapport a la MGLA

émulsionnée seule, méme apres 48 heures de stockage a basse température. Ces résultats
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suggerent que I'acide palmitique induit une ségrégation des cristaux lors de la cristallisation,
probablement entre les interfaces et le volume de la goutte, alors que la tripalmitine

formerait des cristaux mixtes avec les triglycérides de la MGLA.

Les propriétés macroscopiques, comme le module élastique des émulsions, sont faiblement
impactées par la présence des modulateurs. Pour des émulsions de faible diametre moyen
(< 10 um), ils n’induisent pas de coalescence partielle. La coalescence partielle peut toutefois
étre induite par tempérage dans les émulsions de gros diametre (> 10 um). Ce phénoméne
peut étre utilisé comme un levier pour élaborer des systemes gélifiés trés fermes. En
présence d’acide palmitique, la cristallisation interfaciale forme une coque solide protégeant

les gouttes, méme trés grosses (30 um), de la coalescence partielle.
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Conclusions et perspectives

Ce travail de thése s’est inscrit dans le contexte tres général de la cristallisation des corps
gras, phénomeéne complexe, multifactoriel, mais indispensable a comprendre et a maitriser,
notamment pour le développement de produits alimentaires innovants. Plus précisément,
cette étude s’est focalisée sur I’action des composés minoritaires sur la cristallisation de la
MGLA dans la mesure ou il y a peu d’études concernant la matiére grasse laitiere en phase

continue et encore moins lorsqu’elle est émulsionnée.

Ce projet avait donc pour objectif d’apporter de nouvelles connaissances fondamentales sur
I'influence de composés mineurs en tant que modulateurs potentiels de la cristallisation de
la MGLA, qu’elle soit en phase continue ou dispersée. A travers les différentes études
réalisées, nous avons abordé un certain nombre de questions et y avons apporté des

éléments de réponses.

La premiere question concernait I'identification de modulateurs susceptibles d’impacter la
cristallisation de la MGLA. Par le criblage cinétique a 25 °C d’une trentaine de composés
mineurs, nous avons identifié des modulateurs en phase continue qui accélérent la
cristallisation et d’autres qui la retardent. Une analyse quantitative des données générées a
permis de les cartographier. Une attention particuliére a été portée sur les acides gras libres,
composés mineurs susceptibles d’étre formés au cours des processus fromagers (produits de
lipolyse, fermentation). A cette température, ils offrent une large gamme de possibilités
pour modifier la cinétique de cristallisation de la matiére grasse en phase continue, en

fonction de la longueur de leur chaine aliphatique et de la présence d’insaturations.

La deuxieme question, plus fondamentale, visait a mieux comprendre les mécanismes mis en
jeu dans la modulation de la cristallisation (inhibition ou accélération) en phase continue, en
termes de nucléation, de croissance et d’évolution polymorphique. Pour aborder cette
question, l'organisation du réseau cristallin a été caractérisée a différentes échelles. Un
faisceau d’indicateurs cohérents nous a permis de proposer que les acides gras libres
agiraient principalement sur I'étape de nucléation. Pour toutes les molécules étudiées,
I'effet sur la cinétique de cristallisation est dépendant de la concentration de modulateur
mis en jeu : qu’ils soient accélérateurs ou inhibiteurs, plus ils sont concentrés, plus ils sont
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efficaces. Néanmoins, le pouvoir des modulateurs étudiés est considérablement diminué
quand la matiére grasse est cristallisée a basse température. La surfusion, force motrice de
la cristallisation, impose des vitesses de nucléation et croissance importantes et I’action des
modulateurs reste marginale a faible concentration. L’action des composés mineurs devient
du second ordre par rapport aux parametres externes des procédés de cristallisation,
comme la vitesse de refroidissement ou la température de cristallisation. En mettant en jeu
des mélanges de promoteurs et d’inhibiteurs, il a été possible de hiérarchiser plusieurs
composés mineurs selon leur pouvoir modulateur. Ce dernier point répondait a la question
de I'existence de synergies ou d’antagonismes lorsque plusieurs modulateurs sont présents

simultanément dans un méme systeme.

Une des questions cruciales de ce travail de thése concernait I'impact de I'état de la MGLA,
i.e. en phase continue ou en émulsion vis-a-vis de I'action des modulateurs. Nous avons
démontré que les mécanismes d’action des modulateurs sont impactés par la dispersion de
la matiére grasse laitiére. Pour pouvoir agir sur la cristallisation, les modulateurs doivent étre
présents dans les gouttes, dans leur volume ou aux interfaces. De plus, en émulsion, leur
effet sur la cinétique de cristallisation passe apres celui de la taille des gouttes de I’émulsion.
Méme si leur action n’est pas prédominante, ils peuvent néanmoins, pour chaque taille,
influencer la cinétique de cristallisation et orienter la nature des cristaux, i.e. la formation de

cristaux mixtes ou la ségrégation de phase.

Outre I'impact des modulateurs sur la morphologie des cristaux et les propriétés thermiques
et cristallographiques, leur influence sur la stabilité des émulsions est une question a la fois
fondamentale et appliquée puisque liée aux phénomenes de crémage ou de coalescence
partielle. Cette question a été abordée, notamment, par lI'impact de la présence d’acide
palmitique dans des émulsions de gros diamétre (> 10 um). En cristallisant par I'interface, ce
modulateur protége les émulsions du phénoméne de coalescence partielle lors d’un
tempérage. D’un point de vue applicatif, cette propriété originale de cet acide gras pourrait
permettre de stabiliser des émulsions laitiéres de gros diamétres soumises a des fluctuations
thermiques, par exemple lors du transport ou de la conservation. En effet, les émulsions
laitieres de gros diameétre, partiellement cristallisées, sont par nature sensibles aux

variations de température. L'utilisation d’acide palmitique semble étre une bonne réponse
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pour les stabiliser. Il pourrait étre une alternative aux hydrocolloides dissous dans la phase

aqueuse pour stabiliser les cremes industrielles.

D’un point de vue méthodologique, cette partie a permis de mettre en place des méthodes
de suivi de la cinétique de cristallisation et d’évaluation de la structure de la matiére grasse a
différentes échelles au laboratoire. La RMN bas champs s’est révélée efficace pour suivre la
cinétique globale de cristallisation. Elle nécessite peu de préparation et peu de traitements
des résultats. Couplée a la modélisation et aux statistiques, elle a permis d’établir une
cartographie des modulateurs de cristallisation. Mais elle n’est pas assez résolutive pour
étudier les phases précoces de la nucléation et ne donne pas d’information sur I'organisation
du réseau cristallin. Elle a donc été complétée par une méthode optique pour évaluer
I’énergie d’activation de nucléation et par des analyses de structure. La diffraction des
rayons X est la méthode la plus puissante par sa capacité a résoudre la nanostructure des
cristaux et donc a élucider des scénarios d’évolution de facon tres fine. Mais dans notre cas,
les longs temps d’exposition nécessaires a I'acquisition de signaux bien résolus et la rendent
peu adaptée pour un suivi cinétique. La microscopie a lumiére polarisée est une méthode
utile dans l'étude de la cristallisation: la structure microscopique illustre bien les
mécanismes de cristallisation et permet d’expliquer les propriétés macroscopiques du
systeme. Le traitement quantitatif des images a permis d’appuyer les propositions de
mécanismes par des données objectives. Elle reste néanmoins limitée pour les petits cristaux
du fait de sa résolution. Enfin, la rhéologie permet d’appréhender la texture du produit, ce

qui, in fine, est la donnée la plus importante d’un point de vue applicatif.

Pour étudier la cristallisation en émulsion, les méthodes analytiques doivent étre
reconsidérées. Il s’avere que la RMN, tres adaptée au suivi de cristallisation de la MGLA en
phase continue, I'est beaucoup moins en milieu émulsionné. Le crémage des émulsions en
cours de cristallisation (mis en évidence par des études de stabilité au Turbiscan) peut
perturber la mesure. La DSC donne, dans notre cas, des informations plus intéressantes pour
proposer des mécanismes d’action des modulateurs. L'observation des cristaux en
microscopie en lumiere polarisée dans des émulsions de faible diameétre est complexe, la
taille des gouttes limitant la taille des cristaux. Cette méthode n’a été utilisée que pour
caractériser les émulsions et observer une éventuelle coalescence partielle. Le recours a la

diffraction des rayons X pourrait permettre d’identifier les formes cristallines mises en jeu au
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cours de la cristallisation dans ces systemes dispersés. Mais leur utilisation pour des suivis
cinétiques de cristallisation en émulsion est tres lourde et il est probable qu’un recours au
synchrotron soit nécessaire pour pouvoir étudier ce phénomeéne. Les mesures de
tensiométrie et la visualisation des phénomeénes de cristallisation au sein des gouttes se sont
révélées intéressantes pour affiner les mécanismes des modulateurs aux interfaces ou en

volume.

Les perspectives de ce travail sont multiples. D’'un point de vue fondamental, plusieurs pistes
sont envisageables.

Une utilisation de fractions de MGLA pourrait permettre de simplifier le systéeme et de
mettre en évidence des interactions plus ciblées des modulateurs avec certains TAG de la

MGLA.

Il est connu que le cisaillement appliqué lors du refroidissement peut impacter la
microstructure des cristaux. Il serait donc intéressant d’imposer aux systemes contenant des
modulateurs un cisaillement contr6lé pendant et aprés la cristallisation et de suivre
I’évolution de la microstructure et de la viscosité. Cette étude pourrait étre menée aussi bien
en phase continue qu’en milieu dispersé. Le cisaillement appliqué, en augmentant la
fréquence et l'intensité des collisions entre les gouttes pourrait favoriser la nucléation

secondaire, et la coalescence partielle.

Une analyse des formes polymorphiques présentes en émulsion permettrait de répondre a
certaines questions en suspens concernant l'interprétation des profils thermiques observés

en DSC.

Au cours de I'étude, il a été montré que les modules élastiques des émulsions ont tendance
a augmenter lors de la cristallisation. Bien que des hypothéses aient été émises, I'origine du
phénomeéne reste incomprise. Le stockage d’énergie dans les émulsions contenant des
gouttes semi-cristallisées ne semble pas dicté par la pression de Laplace comme cela est le
cas dans les émulsions concentrées a base de gouttes totalement liquides. Il existe donc a ce
niveau un large champ d’investigation, I'enjeu étant d’utiliser la fraction de solide des
gouttes et la localisation préférentielle des cristaux comme levier pour accéder a une large

gamme de textures.
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Nous avons considéré dans le cadre de cette étude des émulsions de type huile-dans-eau,
représentatives des crémes laitieres. Or, les beurres sont des émulsions eau-dans-huile.
L'étude de ces systemes en émulsion inverse permettrait de s’affranchir des effets de
confinement et de courbure car cette fois la croissance des cristaux s’effectue en direction
de la phase continue. Ce modele permettrait ainsi d’analyser le role intrinséque des

interfaces.

D’un point de vue plus appliqué, les retombées industrielles de ce travail se situent dans
I’élaboration ou la rénovation de produits laitiers tels que les crémes, les beurres ou les
fromages a pate fraiche, en maitrisant les propriétés rhéologiques et sensorielles par

I’orientation de la cristallisation de la matiére grasse.
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Annexe 1 : Représentations chimiques et abréviations des modulateurs testés

Abréviation
dans ce manuscrit

Nom du modulateur

Représentation chimique

2:0 acide acétique Hoi
3:0 acide propionique i
propioniq oA
4:0 ide butyri i
acide butyrique o~
5:0 acide valérique i
q HOM
6:0 acide hexanoique ?
Hok/\/\
acide 2-ethyl i
2-et-6:0 ) HonAA
hexanoique
(o]
7:0 acide heptanoique o
8:0 acide octanoique HOJ(L/\/\/\
9:0 acide nonanoique HOJCJ)\/\/\N
(o]
10:0 acide décanoique PPN NN
o
12:0 acide laurique HoP e
(o]
14:0 acide myristique I NN NN
o
16:0 acide palmitique NN NP NN N
o
18:0 acide stéarique Ho)k/\/\/\/\/\/\/\/\
[¢]
20:0 acide arachidique O NN NN NN NN
O
HO =
18:1 acide oléique
o]
HO s
18:2 acide linoléique
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Abréviation
dans ce manuscrit

Nom du modulateur

Représentation chimique

OH
Gly glycérol Ho._._oH
o]
AAA triacéti S
riacétine o o
N
o} 0
OY\/\/\/\/\/\/\/
© (o]
PPP tripalmitine g\oj\/\/\/\/\/\/\/\
O\T\O/\A/\/\/\/\/
OY\/\/\/\/\/\/\N
°© o
SSS tristéarine g\o)K/W\/\/\/\/\/\
f/\/\/\/\/\/w
O
etObut butanoate d'éthyle A~ A~
o}
etOac acétate d'éthyle )LO ~
5ane pentane PR VAN
6al hexanal A VAN
OH
2-7o0l heptan-2-ol PPN
(0]
2-70ne heptan-2-one PPN
delta-déca 6-decalactone /.\/\);\/LO
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Annexe 2 : Formulaire statistique

Une courbe expérimentale a p points est estimée par un modele a g facteurs. En considérant

que tous les points ont la méme inertie, les parameétres statistiques suivants sont définis.

Somme des carrés a la moyenne :
P
— =\ 2
SCM = Z(yi =)
i=1
Avec y; la valeur de la courbe expérimentale pour le ieme point et ¥ la moyenne de toutes

les valeurs expérimentales.

Somme des carrés résiduels :

p
SCE = ) (3= 9)?
i=1

Avec ¥; la valeur prédite par le modele pour le iéme point
Le coefficient de régression ajusté du modeéle est :

SCE (p—1)
" SCM (p—q-1)

2
radj_l
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Annexe 3 : Cinétiques de cristallisation isotherme a 25 °C de la MGLA en

présence de modulateurs de cristallisation
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Annexe 4 : Courbe de de diffraction des rayons X a 25 °C normées par la

valeur de l'intégrale du signal a t=0 min
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Annexe 5 : Observations microscopiques des mélanges de MGLA et de

modulateurs (1 %) cristallisés a 25 °C
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Annexe 6 : Energies d’activation de nucléation en présence de modulateurs

de cristallisation, déterminées par la méthode des tangentes

MGLA + 1 % Acide butyrique

2
T(°C) T(s) 1/(T)'(AT ) In(\T(‘T) AGc (kJ/mol)
23 2248 2,3E-05 13,41 1,42
24 2689 2,8E-05 13,59 1,69
25 3094 3,4E-05 13,73 2,04
26 3628 4,1E-05 13,90 2,52
27 5805 5,2E-05 14,37 3,19
28 6268 6,8E-05 14,45 4,17
MGLA + 1 % Butanoate d’éthyle
2
T(°C) (s) 1 (T)'(AT ) '”(f(‘T) AGe (k)/mol)
23 1611,6 2,3E-05 13,08 0,72
24 1820,8 2,8E-05 13,20 0,85
25 1937,2 3,4E-05 13,27 1,03
26 2287,2 4,1E-05 13,44 1,28
27 2386,3 5,2E-05 13,48 1,62
28 2838,0 6,8E-05 13,66 2,11
MGLA + 1 % Acide palmitique
1/(T.AT? In(t.T
T(°C) () / X ) ”(f( ) AGc (ki/mol)
23 1636 2,3E-05 13,09 0,74
24 1880 2,8E-05 13,23 0,38
25 2176 3,4E-05 13,38 1,06
26 2526 4,1E-05 13,54 1,31
27 2577 5,2E-05 13,56 1,66
28 2963 6,8E-05 13,70 2,17
MGLA + 1 % tripalmitine
T2
T(€) T(s) Y (T(T)'(“ ) '”(:('T) AGe (ki/mol)
23 1423 2,3E-05 12,95 0,82
24 1633 2,7E-05 13,09 0,97
25 1641 3,2E-05 13,10 1,16
26 1801 4,0E-05 13,20 1,40
27 2262 5,0E-05 13,43 1,74
28 2661 6,5E-05 13,59 2,21

X
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Annexe 7 : Energies d’activation de nucléation en présence de modulateurs

de cristallisation déterminées par la méthode de 1 % de variation de la

transmission
MGLA seule
X Y

T T 2 AGc
°C) (min) Y ((T('.%T ) '”((t)'T) (ki/mol)
23 22,6 2,3.10° 8,81 0,93
24 31,5 2,8.10° 9,15 1,11
25 35,2 3,4.10° 9,26 1,34
26 41,4 4,1.10° 9,42 1,66
27 47,2 5,2.10" 9,56 2,10
28 49,6 6,8.10" 9,61 2,74

Détermination du coefficient directeur pour la MGLA seule :

9,80
y = 16161x + 8,639
R? = 0,8015 .
9,60 - ! 27°C @ 28°C
9,40 -
R
£ 9,20 A
£ 24°C &
9,00 -
8,80 - ® 23°C
8,60 : : .
0,0E+00 2,0E-05 4,0E-05 6,0E-05 8,0E-05
1/(T.AT?)
MGLA + 1 % Acide butyrique
X Y
T T . AGc
(°C) (min) LIE liffeu) (ki/mol)
(K™) ()
23 35,1 2,34E-05 9,25 1,27
24 36,1 2,78E-05 9,28 1,51
25 43,5 3,35E-05 9,47 1,83
26 52,6 4,13E-05 9,66 2,26
27 81,0 5,21E-05 10,10 2,36
28 81,0 6,78E-05 10,10 3,73




MGLA + 1 % Butanoate d’éthyle

X Y
T T 7 AGc
°C) (i) 1/(T.§T ) In(t.T) (ki/mol)

(K7) ()
23 23,0 2,34E-05 8,83 0,52
24 23,9 2,78E-05 8,87 0,62
25 28,0 3,35E-05 9,03 0,74
26 31,0 4,13E-05 9,13 0,92
27 32,1 5,21E-05 9,17 1,16
28 33,4 6,78E-05 9,22 1,52
MGLA + 1 % Acide palmitique
X Y
T T 2 AGce
C) (min) 1/(T._§T ) In(t.T) (ki/mol)
(K7) ()
23 22,9 2,34E-05 8,82 0,63
24 27,5 2,78E-05 9,01 0,75
25 30,4 3,35E-05 9,11 0,90
26 34,2 4,13E-05 9,23 1,12
27 32,8 5,21E-05 9,19 1,41
28 40,0 6,78E-05 9,40 1,85
MGLA + 1 % tripalmitine
X Y
T T AGc
°C) (i 1KT£Tﬂ In(t.T) (ki/mol)
(K”) (0
23 18,5 2,28E-05 8,61 0,88
24 22,6 2,70E-05 8,81 1,04
25 21,3 3,24E-05 8,75 1,25
26 22,4 3,97E-05 8,81 1,53
27 30,9 4,99E-05 9,14 1,92
28 36,6 6,45E-05 9,31 2,48

Annexes

Energies d’activation déterminées par la méthode des 1 % de variation du signal lumineux
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Annexe 8 : Parametres cinétiques de la MGLA et des inhibiteurs de

cristallisation a concentration croissante

Modéle de Gompertz
Fraction Concentration D e
. . a u A r? ajusté
massique molaire
(%) (mmol / Lyca) (%) (%.min™) (min)

MGLA 0 0 10,5 0,190 25 0,994
AAA 1,3 29 10,2 0,191 26 0,996
AAA 2,6 61 10,1 0,157 26 0,995
AAA 6,7 161 7,8 0,080 23 0,989
3:0 1,1 198 8,0 0,052 80 0,992
3:0 1,9 339 6,8 0,030 91 0,987
6:0 1,0 85 9,9 0,086 74 0,997
6:0 2,9 266 9,2 0,066 94 0,998
6:0 6,6 623 49 0,011 185 0,986
18:1 1,1 35 10,2 0,088 79 0,998
18:1 4,0 134 9,4 0,067 85 0,998
18:1 7,5 258 8,1 0,045 102 0,996

: fraction massique : masse de modulateur par masse totale (MGLA + modulateur)
a : taux de solide final, A : vitesse maximale et 1 : temps d'induction

Modéle de Foubert
Fraction Concentration 2 i
. . a K n r’ ajusté
massique molaire
(%)" (mmol / Lyeia) (%)° : ’

MGLA 0 0 10,6 0,034 7,8 0,997
AAA 1,3 29 10,3 0,035 7,5 0,998
AAA 2,6 61 10,2 0,029 8,7 0,998
AAA 6,7 161 7,9 0,018 13,9 0,996

3:0 1,1 198 8,5 0,011 6,1 0,993
3:0 1,9 339 6,8 0,010 3,8 0,986
6:0 1,0 85 10,0 0,016 7,2 0,999
6:0 2,9 266 9,3 0,014 5,8 0,999
6:0 6,6 623 3,7 0,013 2,0 0,989
18:1 1,1 35 10,3 0,017 5,5 0,999
18:1 4,0 134 9,5 0,014 5,2 0,999
18:1 7,5 258 8,4 0,010 6,0 0,998
2 :a:taux de solide final, K constante de vitesse globale et n : ordre de la réaction inverse
Modele de Avrami
Fraction Concentration .
. . a k n r? ajusté
massique molaire
(%)" (mmol / Lyia) (%)

MGLA 0 0 10,5 4,3.10° 2,4 0,989
AAA 1,3 29 10,2 2,5.10° 2,6 0,991
AAA 2,6 61 10,1 6,5.10'5 2,3 0,990
AAA 6,7 161 7,8 3,6.10'4 1,8 0,986

3:0 1,1 198 7,7 3,5.10'7 2,9 0,989
3:0 19 339 6,1 3,0.10” 2,8 0,987
6:0 1,0 85 9,7 2,6.10” 3,0 0,992
6:0 2,9 266 9,0 7,5.10'8 3,1 0,993
6:0 6,6 623 3,7 4,0.10'8 3,2 0,987
18:1 1,1 35 10,0 1,4.10'7 3,1 0,993
18:1 4,0 134 9,2 1,8.10”7 3,0 0,994
18:1 7,5 258 7,8 1,0.10” 3,0 0,992

2 :a:taux de solide final, k : constante de vitesse et n : exposant d’Avrami




Annexes

Annexe 9 : Parametres cinétiques de la MGLA et de la tripalmitine a

concentration croissante

Modele de Gompertz

Fraction s
. a W A r? ajusté
massique
(%) (%)* (min”)* (min)*

MGLA 0 10,6 0,073 44 0,998
PPP 0,5 10,8 0,143 26 0,996
PPP 1,7 12,6 0,327 19 0,997
PPP 3,5 14,9 0,876 11 0,995
PPP 4,2 15,8 1,062 10 0,995

fraction massique : masse de modulateur par masse totale (MGLA + modulateur)
a : taux de solide final, A vitesse maximale et p : temps d'induction

Modeéle de Foubert
Fraction 9 et Temps

massique a K n el r*ajuste d’induction
(g/g mélange) (%) 1%
MGLA 0% 10,6 0,013 7,8 1,07.10’2 0,999 27,2
PPP 0,5% 10,0 0,025 6,2 1,85.10’2 0,998 13,0
PPP 1,7% 12,7 0,053 5,4 9,43.10’3 0,998 11,2
PPP 3,5% 14,9 0,112 7,8 1,11.10’4 0,997 9,5
PPP 4,2% 15,8 0,130 6,7 3,31.10" 0,997 8,4

fraction massique : masse de modulateur par masse totale (MGLA + modulateur)
a : taux de solide final, K constante de vitesse globale et n : ordre de la réaction inverse

Modele de Avrami

Fraction

. a K n r? ajusté
massique
(s/g mélange) (%)

MGLA 0% 10,6 3,2.10° 2,1 0,996
PPP 0,5% 10,7 8,0.10° 2,2 0,992
PPP 1,7% 12,6 6,1.10° 2,6 0,993
PPP 3,5% 14,8 7,7.10° 3,0 0,990
PPP 4,2% 15,7 6,7.10° 3,2 0,991

fraction massique : masse de modulateur par masse totale (MGLA + modulateur)
a : taux de solide final, k : constante de vitesse et n : exposant d’Avrami

XVII
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Annexe 10 : Cinétiques de cristallisation RMN de la MGLA en présence de

tristéarine a concentration croissante. Allure des courbes et parametres

cinétiques
SSS
13
12 -
11 1 ...I..II. " ::l'::::=‘=: :0.’.: "
-".. o..'O.. i-‘":"-'lv-:‘:.v'”&'
10 - . oy ““Fll -
.. Q.'
9 - L } - "
S 0%
;\? 7 | ¢ . + 0,05 %
— | ] ° ‘.
Q 6 - - 0,16 %
m n
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Modele de Foubert
Frac’flon Concent.ratlon a K n £(0) P
massique molaire
(/g mélange) | (mmol/L vcia) (%)

MGLA 0% 0 10,6 0,034 7,8 1,22.10° 0,997
SSS 0,05% 0,6 10,6 0,037 6,5 3,36.10° 0,996
SSS 0,16% 2,0 10,8 0,043 8,0 2,93.10"4 0,996
SSS 0,30% 3,7 10,9 0,049 8,6 2,35.10"4 0,996
SSS 0,64% 8,0 11,3 0,067 10,5 1,10.10° 0,994

fraction massique : masse de modulateur par masse totale (MGLA + modulateur)
a : taux de solide final, K constante de vitesse globale et n : ordre de la réaction inverse
Modeéle de Gompertz
Fraction Concentration % et
. . a Ul A r? ajusté
massique molaire
(g/g mélange) (mmol/L mgia) (%) (%.min™) (min)

MGLA 0% 0 10,5 0,190 25 0,994
SSS 0,05 % 0,6 10,6 0,203 24 0,994
SSS 0,16 % 2,0 10,7 0,244 24 0,994
SSS 0,30 % 3,7 10,9 0,287 19 0,993
SSS 0,64 % 8,0 11,2 0,410 16 0,991

fraction massique : masse de modulateur par masse totale (MGLA + modulateur)
a : taux de solide final, A vitesse maximale et p : temps d'induction
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Modele de Avrami

Fraction Concentration D i
. . a K n r ajusté
massique molaire
(g/g mélange) | (mmol/L veia) (%)

MGLA 0% 0 10,5 4,3.10'5 2,4 0,989
SSS 0,05 % 0,6 10,5 3,7.10° 2,5 0,989
SSS 0,16 % 2,0 10,7 2,1.10° 2,7 0,989
SSS 0,30 % 3,7 10,9 4,7.10'5 2,6 0,988
SSS 0,64 % 8,0 11,2 6,0.10'5 2,7 0,986

fraction massique : masse de modulateur par masse totale (MGLA + modulateur)
a : taux de solide final, k : constante de vitesse et n : exposant d’Avrami

Annexe 11 : Allure des cinétiques de cristallisation de la MGLA en présence

d’acide palmitique (16:0) et arachidique (20:0) a concentration croissante
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Annexe 12 : Parametres cinétiques de cristallisation de la MGLA en présence

d’acide palmitique, d’acide stéarique et d’acide arachidique en

concentrations croissantes

Modele de Foubert
concen'Frat|on al K1 nl til a2 K2 n2 ti2 r? ajusté
massique
(/g MGLA) (%) (min) (%) (min)

MGLA 0% 10,6 0,013 7,8 27 0,999
16:0 1,2% 10,0 0,016 10,9 27 0,997
16:0 5,4% 12,8 0,016 6,6 20 0,997
16:0 7,2% 13,2 0,039 7,2 30 0,993
16:0 11,6% 11,0 0,510 10 3 14,8 0,057 7,0 19 0,993
18:0 2,8% 11,3 0,028 6,1 19 0,999
18:0 5,1% 6,0 0,550 2 3 12,6 0,029 5,7 14 0,996
18:0 6,5% 8,0 0,600 4 2 13,0 0,024 8,0 15 0,995
18:0 11,1% 11,0 0,484 100 1 16,4 0,030 9,8 23 0,997
20:0 0,5% 10,4 0,060 8,6 18 0,995
20:0 1,9% 1,3 0,265 10 2,7 11,1 0,0556 7,7 13 0,993
20:0 5,3% 5,0 0,235 100 0,9 13,0 0,046 9,0 10 0,992

Modele de Gompertz
concentration al pl a2 u2 A2 r? ajusté
massique
(8/8 MGLA) (%) (%)

MGLA 0% 10,6 0,073 44 0,998
16:0 1,2% 9,6 0,092 33,0 0,991
16:0 5,4% 11,9 0,140 45,0 0,998
16:0 7,2% 13,1 0,266 35,0 0,996
16:0 11,6% 11,0 2,200 3,8 0,088 19,0 0,956
18:0 2,8% 11,2 0,164 31 0,998
18:0 5,1% 6,0 0,300 6,6 0,091 21 0,986
18:0 6,5% 8,0 1,200 5,0 0,072 26 0,984
18:0 11,1% 10,8 3,000 5,6 0,082 24 0,996
20:0 0,5% 10,4 0,335 20 0,993
20:0 1,9% 1,3 0,100 9,8 0,250 16,0 0,998
20:0 5,3% 5,0 0,500 8,0 0,190 12,0 0,990

Modele de Avrami
concen'Frat|on al K1 nl a2 K2 n2 r2 ajusté
massique
(/g MGLA) (%) (%)

MGLA 0% 10,6 3,2E-05 2,1 0,996
16:0 1,2% 9,5 6,5E-05 2,1 0,986
16:0 5,4% 11,4 1,36E-06 2,9 0,999
16:0 7,2% 11,2 4,43E-05 2,3 0,993
16:0 11,6% 10,6 1,50E-04 6,4 4,1 1,20E-04 2 0,995
18:0 2,8% 11,1 1,9E-05 2,5 0,995
18:0 5,1% 4,4 1,3E-06 5,8 8,1 1,3E-03 1,6 0,996
18:0 6,5% 7,3 8,4E-04 4,6 5,7 1,5E-03 1,5 0,994
18:0 11,1% 10,1 3,7E-03 4,7 6,2 5,1E-04 1,8 0,994
20:0 0,5% 10,4 1,19E-05 3,0 0,987
20:0 1,9% 0,9258 3,9E-02 2,1 9,86 1,55E-04 2,4 0,988
20:0 5,3% 4,4 9,94E-02 6,0 10,6 8,94E-03 1 0,990
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Annexe 13 : Observations en microscopie a lumiére polarisée des mélanges

de MGLA et de modulateurs a 1 % cristallisés a 5 °C

MGLA + 1 % acide butyrique

XXI
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Annexe 14 : Dimension fractale (Df) déterminée par traitement des images de
microscopie a lumiére polarisée apres cristallisation de la MGLA et de ses

mélanges avec des modulateurs a 5 °C pendant 4h

Modulateur Df
MGLA 1,79+0,01
3:0 1,72 £0,02
6:0 1,77 £0,01
18:1 1,78 £0,01
16:0 1,85+0,01
18:0 1,82 +0,01
20:0 1,85+ 0,02
PPP 1,80+ 0,01
SSS 1,79 £0,02

Annexe 15 : Profil thermique de recristallisation (-5 °C/min) d’émulsions de
MGLA de différents diameétres moyens, aprés une premieére cristallisation
(-5 °C/min), un palier isotherme de 90 min a 5 °C, et une fusion de 5 °C a 60 °C

en rampe (+5 °C/min). Superposition avec la premiére cristallisation.
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