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RESUME

Dans ce travail, on s’est intéressé a 1’é¢tude de I’influence de la force ionique et de la
valence du sel sur les interactions d’incompatibilité thermodynamique ou de floculation par
déplétion entre deux biopolymeres en solution : le caséinate de sodium et le xanthane en
présence de sel. Notre intérét a porté sur deux types de sels a savoir le KCI et le CaCl,. De
prime abord, on a étudié les deux biopolyméres séparément, pour connaitre I’effet que peut
provoquer KCl et CaCl, sur les propriétés physico-chimiques, en terme d’effet écran ou
d’adsorption sur les groupements anioniques (pyruvique et glucoronique) du xanthane et
phosphosérines du caséinate de sodium moyennant la zetamétrie, en second lieu on a procédé
a I’étude du mélange des deux biopolyméres en solution aqueuse, en absence et en présence du
sel. Cette ¢tude s’est basée sur la détermination des propriétés physico-chimiques et
rhéologiques ainsi que sur le comportement de phase du systéme (stabilité¢ du systeme). Il a été
démontré que les ¢électrolytes peuvent modifier la conformation des protéines et des
polysaccharides, par neutralisation de leur charge électrique, comme ils peuvent générer une

coacervation complexe ou augmenter leur incompatibilité.



ABSTRACT

The aim of this work was the investigations of the ionic strength and the salt valence on the
interaction caused by the thermodynamic incompatibility or the flocculation by depletion
between two biopolymers, sodium caseinate and xanthan, in the absence and presence of salt..
Two types of salt were choused for the study: KCI1 and CaCl,,
In the first, the biopolymers were studied separately, in order to deduce the influence of KCl
and CaCl; on the physical-chemical properties, in terms of screen effect or the adsorption on
the anionic groupments (pyruvic, glucoronic) of xanthan and phosphoserin of sodium caseinat
using Zetametric analysis. Secondly, the properties of the mixture of the two biopolymers in
aqueous solution, was investigated in the absence and presence of salt using rheology analysis
where the stability of this system was examined using phase behavior

It has been demonstrated that electrolytes can modify the conformation of proteins and
polysaccharides, by electric neutralization of their charge, as they can generate a complex

coacervation or increase their incompatibility.
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INTRODUCTION

Les propriétés fonctionnelles des protéines et des polysaccharides apportent une
diversit¢ de qualités organoleptiques aux aliments. Le comportement de ces
macromolécules est grandement influencé par la présence d’autres constituants. Ceci
s’illustre, entre autres, par les interactions entre les protéines et les polysaccharides
présentes lorsque certaines conditions sont rencontrées. L’intensité et la nature des
interactions varient selon la nature et la concentration des biopolymeéres et les conditions

du milieu telles que le pH, la force ionique et la température.

Les interactions répulsives entre les protéines et les polysaccharides sont
majoritairement dues a des effets de volume exclu et a des interactions é€lectrostatiques.
Ces interactions sont surtout rencontrées lorsque les biopolymeres portent des charges
nettes de méme signe. Les interactions répulsives entre les protéines et les polysaccharides
en mélange peuvent induire une séparation de phases ou chacune des phases est enrichie en
I’un ou I'autre des biopolymeéres. Cette immiscibilité peut étre exploitée pour créer de

nouvelles textures [1].

Par ailleurs, la plupart des produits alimentaires formulés a base de ces deux
biopolymeéres nécessitent un enrichissement avec des sels minéraux, qui sont absolument
nécessaires a la vie au méme titre que les lipides, les glucides, les protides et les vitamines.
Toutefois, la présence de ces sels peut affecter les propriétés rhéologiques et physico-
chimiques ainsi que la stabilité de ces produits [2].

Des études sur I’influence des électrolytes sur la stabilité des systémes colloidaux ont

démontré que selon la valence, la solubilité et le type d’ion du sel, les forces de répulsion
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¢lectrostatiques peuvent étre réduites par la compression de la double couche électrique et
de Dl’adsorption spécifique des ions [3,4]. Ainsi, I’ajout de sels a une solution de
lactoglobuline (B-1g) favorise les interactions non polaires en neutralisant les charges de la
protéine. Le calcium induit des distorsions structurales locales dans la protéine native en
formant des ponts intramoléculaires [5]. Ces ponts calciques augmentent 1’hydrophobicité
de la protéine et la réactivité des groupements sulfhydryles. Selon SCHMIDT [6],
I’association des monomeres de casé€ine a été¢ favorisée en augmentant la concentration
ionique et en diminuant le pH. Ceci est vraisemblablement di a la réduction des répulsions
¢lectrostatiques.

La viscosité des solutions diluées de xanthane et de caséinate de sodium varie
linéairement avec I’inverse de la force ionique I. Elle décroit si la concentration en KCI
augmente, comme on I’observe généralement pour les polyélectrolytes [7]. L’introduction
d’un sel multivalent dans une solution de xanthane aura pour effet d’augmenter
considérablement la force ionique I du milieu. A cet effet, s’ajoute les mécanismes de
complexation pouvant impliquer les deux charges des chainons latéraux du xanthane [7].

L’addition de chlorure de calcium diminue trés fortement le potentiel zéta des micelles
de caséines. Le chlorure de sodium affecte aussi le potentiel zéta, mais de maniére moins
marquée. Une addition de CaCl, peut finir par provoquer la fusion des micelles en
supprimant les répulsions électrostatiques mais aussi en permettant 1’établissement de
ponts calciques.

L’addition de sels diminuerait les répulsions ¢électrostatiques et augmenterait les
associations protéine-protéine. L’eau liée aux protéines serait alors moins mobile, ce qui

conduirait a une augmentation du taux de relaxation [8].

Le but de ce travail est d’étudier 1’effet que peut provoquer le sel par sa valence et sa
force ionique, sur les interactions d’incompatibilité thermodynamique ou de floculation par
déplétion entre le caséinate de sodium et le xanthane.

Deux sels, a savoir le KCl et le CaCl, ont été choisis pour rendre compte des effets
physicochimiques, en terme d’effet écran et d’adsorption sur les sites anioniques des deux
biopolymeres. Les techniques de caractérisation utilisées a cet effet, s’appuient sur la

rhéologie dans le domaine linéaire et non linéaire ainsi que la z&tamétrie.

La présente étude est composée de deux parties, une partie théorique composée de trois

chapitres :
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-Dans le premier chapitre on donne un apercu sur les polysaccharides et les protéines.

-Le second et consacré a une étude sur les interactions entre les deux biopolyméres et
les électrolytes.

-Dans le troisiéme, un apercu sur les méthodes de caractérisations rhéologiques et

z€tametrique est donné.

La partie expérimentale est composée de deux parties :

-Une étude physico-chimique et rhéologique des deux biopolyméres séparément.

- Une étude physico-chimique et rhéologique du mélange.

On achévera I’étude par une conclusion générale.
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CHAPITRE 1
DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES SUR LES
POLYSACCHARIDES ET LES PROTEINES

1.1 Généralités sur les polysaccharides

1.1.1 Quelques éléments sur les carbohydrates

Les carbohydrates ont pour formule générale —Cn (H,O),- et sont scindés en trois

sous-ensembles .

- Les oses (ou monosaccharides) : ce sont des polyalcools de 4 a 8 atomes de carbone,
composés réducteurs, non hydrolysables. Ils comportent une fonction aldéhyde ou une
fonction cétone.

- les osides (ou oligosaccharides) : ce sont des enchainements de 2 a 10 oses. Ces oses sont

sous forme cyclique, reliés par des liaisons glycosidiques, c’est-a-dire des liaisons éthers

entre deux carbones de deux cycles successifs. Ils donnent par hydrolyse un ou plusieurs
oses.

- Les polysaccharides (osides de haut poids moléculaire) : oses reliés en longues chaines

linéaires ou ramifiées, structurés en arrangements spatiaux particuliers (hélice, ruban...).

L’hydrolyse acide des oligosaccharides ou des polysaccharides conduit a la libération

d’homologues de masse inférieure et & des monosaccharides [7].

1.1.2 Origine du xanthane

Le xanthane est un polysaccharide exocellulaire produit par «Xanthomonas
campestris» intervenant dans le métabolisme de certains végétaux. Il a été découvert en
1940 par des scientifiques américains cherchant la cause d’une maladie affectant les
végétaux : un produit visqueux (le xanthane), secrété par ladite bactérie, obstruait les pores
respiratoires de ces plantes [7].

De nombreuses industries exploitent les propriétés rhéologiques remarquables du
xanthane. 11 est utilis¢é comme épaississant dans I’agroalimentaire sous la dénomination E

415 (assaisonnements, sauces, créemes, glaces). En cosmétique, il est présent dans les
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dentifrices, les crémes ou les gels. Il sert d’excipient pour le relargage contrdlé de principes
actifs pharmaceutiques. L’industrie pétroliere 'utilise pour la récupération assistée du
pétrole en tant qu’agent viscosant. La liste des applications est encore longue (peintures,

vernis, explosifs...) et rend compte de I’importance de ce produit [7].

1.1.3 Structure chimique du motif du xanthane

La composition chimique de référence du motif a été établie par Jansson et al. en 1975
[9] et confirmée par Melton et al. en 1976 [10]. Il existe de multiples travaux antérieurs
mais I’ensemble des références plus récentes semble s’accorder sur le motif décrit par

Jansson représenté sur la figure 1.1

Ho a0
-_rD
'CHEDH
co;

ME/\ % HO OH CHE
~c—- Me
[
o

Figure 1.1 : Formule développée du motif du xanthane

Trois fonctions apparaissent sur les cycles de la chaine latérale du motif :
- un groupement acétate sur le cycle le plus proche du squelette principal
- un acide glucuronique sur le cycle intermédiaire

- un acide pyruvique sur le cycle terminal.

Du fait de la présence des deux charges négatives (les deux acides), le xanthane devrait

avoir théoriquement le comportement en solution d’un polyélectrolyte anionique.

1.1.4 Organisation moléculaire du xanthane en solution

Le xanthane est une molécule a haut poids moléculaire. Les masses couramment
. \ ‘o <100 oL
rencontrées pour ce polymere sont supérieures a 10° g/mol [10]. Les rayons de giration

(Rg) déterminées par diffusion statique de la lumiére pour ces molécules dépassent la

centaine de nanometres. Sato et al. [11] mesurérent par exemple les Rg suivants dans 0,1
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M NaCl : 378 nm pour une masse de 7,4.106 g/mol, 257 nm pour 3,9.106 g/mol, 208 nm

pour 2,6.106 g/mol, 108 nm pour 1,0.106 g/mol.

Par ailleurs, la longueur de persistance des molécules de xanthane est aussi tres élevée.
Elle est la somme de deux contributions essentielles : une contribution intrinséque Lo liée a
la chimie du motif (présence de cycles, encombrement stérique, liaisons hydrogéne entre
squelette principal et chainons latéraux), et une contribution électrostatique Le due a la
répulsion des charges de la macromolécule.

L, = L, + L, Eq.1.1

Lp est de I’ordre de 100 nm. On congoit ainsi que les molécules individuelles de
xanthane puissent étre considérées comme semi-rigides pour les plus hautes masses

moléculaires et comme des batonnets rigides pour les molécules de faible masse.

1.1.5 Conformations du xanthane a I’état dilué

1.1.5.1 Transition ordre-désordre

Les macromolécules de xanthane en solution aqueuse subissent une transition

conformationnelle au-dela d’une certaine température Ty, « melting temperature ».
La valeur de Ty, est fortement dépendante de la force ionique I de la solution. Milas et

Rinaudo [12] obtiennent une variation linéaire de Ty, en fonction du logarithme de la force
ionique du milieu (somme de la contribution des contre-ions du polymeére et de celle des
ions d’un éventuel ajout de sel). Tm vaut 45°C pour une solution concentrée de xanthane
(10 g/l, Mw = 3,6.106 g/mol) sans addition de sel c'est-a-dire pour I = 0,01 M. Elle s’¢leve
a78°Csil=0,05M.

Au-dessous de Ty, la molécule est dans un état ordonné. Lorsque la température

dépasse Ty, I’ordre conformationnel fond. Ainsi, la température et la salinité des solutions
déterminent la conformation des molécules de xanthane dans le solvant. Dans des
conditions peu salines et/ou a des températures ¢élevées, la conformation adoptée par la
macromolécule est celle d’une pelote désordonnée, flexible. A I’inverse, si la salinité est
forte et/ou si I’on se place a température ambiante, la macromolécule adoptera une
conformation ordonnée, semi-rigide ou rigide.

Il a été établi par ailleurs que le degré de substitution des fonctionnalités acétate et
pyruvate de la chaine latérale affecte aussi la température de transition. Le groupement

pyruvate, porteur d’une charge, déstabilise la forme ordonnée du fait des répulsions
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¢lectrostatiques qu’il occasionne (il diminue Ty,). Au contraire, le groupement acétate
permet d’établir des liaisons hydrogéne et participe donc a la stabilisation de la forme
ordonnée (il augmente T,).

De plus, cette transition semble ne pas étre réversible [13] : un échantillon « natif » de
xanthane transitera vers un état « dénaturé » au-dela de T,, (par abaissement de la force

ionique ou par chauffage), puis lors du refroidissement, ne reprendra pas nécessairement sa

conformation initiale et se trouvera dans un état dit « renaturé ».

1.1.5.2 Etat natif

L’état natif correspond a la conformation adoptée par la macromolécule apres
dissolution compléte de la poudre de polymeére dans 1’eau a température ambiante. C’est
une structure hélicoidale (le diameétre de I’hélice est de quelques nanomeétres) ou les
ramifications sont alignées le long du squelette principal et assurent la rigidit¢ de la
structure.

De plus, les macromolécules s’associent deux a deux en « double hélice » (a I’instar de
I’ADN) pour former un état ordonné plus rigide encore. L’état ordonné peut résulter aussi
de structures hybrides ou une séquence ordonnée coexiste avec une séquence désordonnée

au sein d’une méme macromolécule.

1.1.5.3 Etat dénaturé

L’état dénaturé est observé a une température supérieure a Tp. Il résulte du
déploiement des chaines latérales du polymere. A température ambiante, les ramifications
du polymeére interagissent avec le squelette principal par des liaisons hydrogéne qui créent
un ordre local. L’agitation thermique (ou une baisse de force ionique) provoque la rupture
de ces liaisons, permettant & la macromolécule de s’étendre. Il peut en résulter un
découplage du double brin en deux simples brins. Cet état peut aussi étre interprété comme
une structure hybride ou cette fois les portions ordonnées, rigides seraient largement
minoritaires [14], de mani¢re a former globalement des ensembles plus flexibles de type

pelote expansée.

1.1.5.4 Etat renaturé

Lors du retour a la température ambiante (ou par I’augmentation de la force ionique), la

nature de la structure adoptée n’est pas clairement établie. La molécule est semi-rigide et
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en double brin méme si la conformation différe de celle de 1’état initial : I’éventualité d’un
processus d’association intramoléculaire par repliement d’un simple brin type « épingle a
cheveux » n’est pas exclue. Il est probable aussi que des agrégats (micro gels) apparaissent

(méme en solution diluée).

1.1.6 Conformation a 1’état concentré

En solution diluée, la dénaturation de la molécule de xanthane se traduit par une
dissociation irréversible de la double hélice en deux monofilaments. Et la renaturation
s’effectue probablement selon un processus intramoléculaire & masse macromoléculaire
constante n’impliquant qu’un seul brin.

En solution plus concentrée, au-dela de 1 % en polymeére, la dénaturation a lieu sans
dissociation des deux brins de la double hélice ou avec dissociation partielle, limitée aux
extrémités de chaines [14]. La perte de 1’ordre local par ouverture des chaines latérales
rend plus flexible I’ensemble, mais la structure de double hélice est globalement conservée.

L’enchevétrement des chaines est cependant rendu possible par le gain en flexibilité
lors de la montée en température. Parall¢lement, des zones de jonctions intermoléculaires
apparaissent et créent un réseau tridimensionnel qui renforce le caractére de type « gel
faible » (gel physique) de la solution [15]. La salinité favorise la création de ces ponts
intermoléculaires lors de la montée en température, et a forte concentration en sel la forme
ordonnée peut méme étre conservée : le sel diminue I’activité¢ des molécules d’eau donc

leur potentiel de coordination par liaisons H aux groupements latéraux.

1.1.7 Effet de sel monovalent en milieu dilué

La viscosité des solutions diluées de xanthane varie linéairement avec 1’inverse de la
force ionique I. Elle décroit si la concentration en sel augmente, comme on I’observe

généralement pour les poly électrolytes.

1.1.8 Effet de sels bivalents

L’introduction d’un sel multivalent dans une solution de xanthane aura pour effet
d’augmenter considérablement la force ionique I du milieu. Pour une concentration
identique a celle d’un sel monovalent, I sera Z* fois plus grande si Z représente la valence

de I’ion [7].
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A cet effet s’ajoute les mécanismes de complexation pouvant impliquer les deux
charges des chalnons latéraux du xanthane (portées par les deux dérivés du groupement

carboxylique : acide glucoronique et acide pyruvique) et les cations du sel [7].

1.1.9 Application de la gomme xanthane

L’utilit¢ de la gomme xanthane dans le domaine alimentaire n’a pas de limite, elle est
employée intensivement comme additif pour les nourritures et des boissons. La liste des
exemples est trés longue a citer. Les applications industrielles du xanthane sont résumées

dans le tableau 1.1.

Tableau 1.1 : application industrielle de la gomme xanthane [16]

Secteurs Doses Fonctions du xanthane

d’applications d’utilisation

-Créme, fromage 0.05% a 0.3% |-Evite la synérése

-Nappages et fourrages -Stabilise les mousses et les
émulsions
-Confere a la texture des
propriétés rhéologiques
d’écoulement

- Produits carnés (patés, 0.2% a 0.5% |-Liant de I’eau et des maticres

saumures) grasses
- Evite la synérese

- Produits diététique et 0.1% a 0.5% -Améliore la texture

de régime

- Produits de soin: 0.2% a 1% -Stabilise les émulsions

creme et lotions, -Améliore la texture

dentifrices.

-Agrochimie 0.1% a0.3% - Controle de la sédimentation
- Agent liant

-Agent de nettoyage 0.1%a 0.7% -Stabilise le pH

1.2 Protéines

1.2.1 Introduction

Une protéine est un biopolymére constitué de plusieurs acides aminés (un poly
peptide). Chaque acide aminé peut étre schématisé par un atome de carbone (carbone o)
sur lequel sont fixés un groupement carbonyle, un groupement amine et une chaine

latérale. Ces chaines latérales sont généralement des chaines ou des cycles de carbone,
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comportant différents groupements fonctionnels [17]. La figure 1.2 montre la structure de

base d’un acide oo aminé.

- C OH

Carbone a

Figure 1.2 : structure d’un acide oo aminé

Les radicaux des acides aminés ont des propriétés chimiques différentes. Il peut donc y
avoir dans une chaine d'acides aminés des interactions entre les radicaux. Certains se
repoussent et d'autres se rapprochent et forment des liens chimiques. La chaine d'acides
aminés aura donc tendance a se replier sur elle-méme pour adopter une structure
tridimensionnelle précise. Quatre grands types d'interactions interviennent dans le

repliement de la chaine [18], comme le montre la figure 1.3.

e Effet hydrophobe

Les acides aminés dont les radicaux sont hydrophobes ont plus d’affinité entre eux qu'avec
les molécules d'eau entourant la protéine. La chaine a donc tendance a se replier de fagon a
les regrouper entre eux au centre de la molécule, sans contact direct avec [’eau.
Inversement, les acides aminés hydrophiles ont tendance a se disposer a la périphérie de

facon a étre en contact avec 1'eau.

e Les liaisons ioniques

Les radicaux qui s’ionisent positivement forment des liaisons ioniques avec ceux qui

s'ionisent négativement.

e Les liaisons hydrogénes

e Les ponts disulfure

Deux des 20 acides aminés ont des radicaux contenant un atome de soufre. C'est le cas de
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la cystéine. Deux cystéines peuvent former une liaison covalente entre elles par
l'intermédiaire de 1'atome de soufre de leur radical. Cette liaison covalente peut relier deux

cystéines éloignées I'une de I'autre sur la chaine [18].

lonigque (D) Liaison
hydrogéne

Effet
A hydrophobe

Font
disulfure

Figure 1.3 : Types d'interactions intervenant dans le repliement de la chaine [18]

Certaines parties des chaines d'acides aminés adoptent une structure réguliere appelée

structure secondaire. On reconnait deux grands types de structure secondaire (figure 1.4)

o L'hélice alpha
Dans la structure dite en hélice alpha, la chaine d'acides aminés prend la forme d'un tire-
bouchon. Les différentes spires sont stabilisées par des liaisons hydrogene.

o Le feuillet béta

Dans un feuillet béta, il se forme des liaisons hydrogénes entre certains segments de la
chaine disposés parallélement les uns par rapport aux autres. L'ensemble forme comme

une membrane plissée.

La forme finale de la chaine d'acides aminés, c'est a dire la structure tridimensionnelle
finale qu'adopte la chaine d'acides aminés, constitue la structure tertiaire de la protéine

[18].
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Figure 1.4 : Structure tertiaire de la protéine [18]

1.2.2 Caséines et caséinates

1.2.2.1 Introduction

Les protéines du lait sont largement évaluées pour leurs propriétés émulsifiantes. Le
comportement et la stabilité¢ des émulsions huile dans eau a base de protéines du lait sont
liés a la structure et aux propriétés mécaniques des couches adsorbées a la surface des
gouttelettes [19]. Indépendamment de leurs propriétés émulsifiantes, les protéines de lait
sont des molécules polymériques et se comportent en tant que tels dans des systémes

alimentaires, particuliecrement une fois mélangées a des polysaccharides [20].

1.2.2.2 Micelles de caséine

Actuellement deux techniques principales sont utilisées pour mesurer la taille de

micelle:
. Les méthodes granulométriques a diffraction de faisceaux laser.
. Les méthodes de microscopie électronique a balayage avec analyse d’image.

La forme est considérée comme sphérique mais avec une surface granuleuse
la faisant ressembler a une framboise, et qui traduirait la présence de submicelles. Le
diamétre moyen généralement admis est voisin de 180 nm quelle que soit la technique
d’analyse utilisée ; avec une distribution entre 100 et 500 nm [20]. D’aprés des mesures

viscosimétriques ou de diffusion de lumiére, on estime que la masse micellaire doit étre



22

comprise entre 0.5 et 1.10° Da. La micelle contient environ 92 a 93% (m/m) de protéine,
la proportion des différentes caséines étant variable. Le rapport moyen dans la micelle oy
/asy / B/« est d’environ 4/1/3,7/1,4. La proportion de caséine k serait plus forte dans les
submicelles périphériques [8].

Les micelles contiennent une partie minérale (8% du poids sec) comportant 90% de
phosphate de calcium, 10% d’ions citrate et de magnésium (2.9% de Ca, 0.1% de Mg,
3.4% d’ions phosphate, 0.5% d’ions citrate) [8].

1.2.2.3 Différents concepts de la structure micellaire

Trois modeles théoriques se sont toujours opposés sans pour autant s’exclure
totalement :

% Modéle « ceeur- enveloppe

Deux théories se sont affrontées [8]:

- Le modele de waugh et al. qui est basé sur la présence de complexes o et B
caséiniques au cceur de la micelle en présence de calcium, leur précipitation est
¢vitée par la formation de complexes caséine o,/ caséine K situées en mono couches
ala surface de la micelle (enveloppe) ;

- Au contraire Parry et Carroll ne réussirent pas a localiser la caséine k en
surface de la micelle par immunochimie ; ils en conclurent que la caséine K peut
servir de point de nucléase sur lequel les caséinates de calcium insolubles peuvent

étre fixés et stabilisés.

+» Modéle de structure interne uniforme

C'est le modele de Garnier et Ribadeau-Dumas [8]. C'est un modele basé sur les
propriétés des monoméres de caséine dont on venait d’élucider la séquence et leur
répartition uniforme (en proportion constante) dans la micelle. Un trimére de caséine x se
lie a trois chaines de caséine oy et B qui peuvent elles- méme s’associer a d’autres caséines
k. Ce modele de réseau a été proposé trés ouvert et poreux car des macromolécules

comme de protéases pouvant agir a I’intérieur de la micelle.
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+» Modéle a sous unités (submicelles)

11 fut proposé par shimmin et Hill en 1964 et fut repris par Mon en 1967 [8]. Celui-

ci suggere, a la suite d’observations en microscopie €lectronique, que la micelle est

composée de submicelles structurées comme le modele micellaire de Waugh mais reliées

entre elles par du phosphate de calcium (figure 1.5).

caséine

liaisons phosphocalciques

Modéle de Morr (1967)

Modéle de Waugh (1970)

L caséine X

ﬁ‘/@%\
’\éé)ffx\«\
10-12 nm1 NL1 67 nm

i
N

Modéle de Garnier ét
Ribadeau-Dumas (1970)

B caséine o

[0 caséineB

grappes de Cag(POy)¢
reliées aux résidus phosphoséryle

\\. 20,
B olg et
S Q%@%o

20 L
BESE

Modéle de Schmidt (1980) |

ceeur
hydrophobe

Figure 1.5 : Apercu historique de quelques modeles de micelle de caséine [8]
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1.2.3 Les unités protéiniques constituant la micelle de caséine

1.2.3.1 La caséine o<1

La caséine oy est la protéine la plus abondante du lait : 10 g.1" pour 26 g.1"' de caséine

(a, B, k et y) et 33 g.I'! de protéine au total.

«» La structure primaire de caséine oy

Composée de 199 résidus d’acides aminés, la caséine o ne posseéde pas de résidu de
cystéine. Cette protéine posseéde un point isoélectrique bas (pl = 4,97) et est chargée tres
négativement —20,9 mV a pH = 6,6. Riche en résidus hydrophobes, cette protéine posséde

une hydrophobicité global élevée (4,89 KJ /résidu) [8].

+ La structure secondaire de la caséine oy

Il a été possible de déterminer par une méthode faisant appel a la spectrométrie laser

Raman a haute résolution que la caséine oy est surtout structurée par des courbures 3 [21].

¢ La structure spatiale de la caséine o

Sur les huit résidus de sérine phosphate, sept se trouvent regroupés dans une portion
trés « acide » (43—-80) qui contient douze fonctions carboxyliques. La plupart des résidus
phosphosérine sont situés sur une courbure . Le segment 100—199 quant a lui est tres
hydrophobe (7 des 9 résidus de tyrosine de la caséine a g s’y trouvent) avec de nombreux
feuillets B. Il permettrait d’expliquer la forte propension des cas€ines o a associer entre
elles, probablement par des interactions inter- protéiniques entre feuillets . La zone 140 —
199 de la caséine oy et la zone 35 — 61 de la caséine « sont a la fois si hydrophobes et si
bien exposées que I’hypothése d’interactions hydrophobes fortes entre ces régions de
caséines semble la plus plausible pour expliquer I’association des caséines og et K en

submicelles (figure 1.6) [8].
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Figure 1.6 : Modge¢le de structure III de la caséine oy [8]

1.2.3.2 La caséine a,

Le lait contient en moyenne 2,6 g/l de caséine o, , sa masse moléculaire oscille entre

25 150 et 25 400 Da [8].

¢ La structure primaire de la caséine o :

Ces cas¢ines possedent I’hydrophobicité moyenne la plus faible des casé€ines : HOyygyen
= 4,64 KJ/résidu, les régions hydrophobes comme la région 90 — 120 et les régions
hydrophiles qui sont les séquences C — terminales et N — terminales sont trés bien

individualisées, ce qui se traduit par un bon équilibre entre I’hydrophilicité et

I’hydrophobicité [8].

¢ La structure secondaire et spatiale de la caséine o :

Peu d’études ont été réalisées pour dévoiler les structures II et III de la caséine a,. On
sait seulement que la caséine o, existe sous forme de dimeres (o - o2) dans la micelle.

Il n’existe visiblement pas de trimere de caséine o;.

1.2.3.3 La caséine 3

La caséine [ est présente en tres forte proportion dans le lait (9,3 g/l en moyenne dans
le lait sur les 26 g/l de caséine au total). Sa masse moléculaire est d’environ 24 000 Da
[21].

Cette protéine a toutes les caractéristiques moléculaires essentielles d’un excellent

agent émulsifiant et d’un stabilisant polymérique. C’est un polyélectrolyte linéaire flexible
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avec une charge nette de (-15 e- a pH=7). La caséine béta a une structure secondaire
ordonnée et ne représente aucune réticulation covalente intramoléculaire. La distribution
non uniforme des résidus hydrophiles et hydrophobes dans la béta caséine, résulte une
structure moléculaire distinctement amphiphilique qui ressemble a un agent tensioactif

hydrosoluble [21].

s La structure primaire de la caséine [3 :

De toutes les caséines, la caséine P posseéde I’hydrophobicit¢ moyenne la plus forte
avec une valeur de 5,58 KJ/résidu. C’est aussi la protéine ou la répartition en une zone
hydrophobe (C-terminale) et une zone hydrophile (N-terminale) est la plus marquée.

En ce qui concerne la partie hydrophile, la région N-terminale 1-21 posseéde une charge
nette a pH = 6,6 égale a —12 mV. Les cinq résidus de phosphosérine que posséde la caséine
B et qui sont situés sur la seule zone 1— 37, et la présence de 7 groupes carboxyliques sur
cette zone 1-21 expliquent la forte électronégativité de la zone N-terminale et donc son
caractere tres hydrophile. Concernant la partie hydrophobe, la caséine 3 possede des zones
sans charge (49-90 et 149-168). Au total, le segment 49-209 est trés peu chargé et tres
hydrophobe [8].

o La structure spatiale de la caséine J3 :

Globalement de forme ellipsoidale, cette protéine asymétrique est constituée de
nombreuses circonvolutions qui laisseraient un espace libre pour les molécules d’eau (telle
une éponge). Les enchainements Pro-Pro, qui sont a 1’origine de ces boucles, forment des
segments hydrophobes rigides, tout a fait favorables a I’instauration d’interactions

hydrophobes entre protéines (figure 1.7).
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Figure 1.7 : Modgele de structure III de la caséine B [8].

1.2.3.4 La caséine k et son role stabilisant

La caséine K, bien que non majoritaire dans la micelle (3,3 g/l de lait), est la protéine
laitiere de loin la plus étudiée car elle détient le role clef dans la coagulation du lait par la
présure.

Elle est I’un des constituants de la caséine enticre le plus intéressant par sa composition
et les propriétés qui en découlent. En présence de calcium (a 0.3M et a 25°C), on
remarque qu’il y a une rupture du complexe de caséine. Les caséines Alpha -s et Béta
précipitent, tandis que la fraction Kappa reste en solution. Elle est pauvre en phosphore, en
revanche, la teneur en serine et en thréonine est remarquable ainsi qu’en cystéine et les
acides aminés soufrés. Une particularité de toutes les caséines, la caséine Kappa contient
une fraction glycidique formée d’une ou plusieurs séquences d’acides sialiques fixées sur
une seule chaine peptidique (figure 1.8). De poids moléculaire égale a 19000, elle est

formée par 169 résidus d’acide aminés [22].
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Figure 1.8: Modgele de structure III de la caséine « [§]

1.2.4 Une architecture générale de la micelle trés hiérarchisée [8]

La micelle serait constituée de submicelles de caséines Bet ag au cceur et de
submicelles de caséines o, 052 et k en périphérie, exposées au solvant (figurel.9). Les
submicelles externes exposeraient les monomeres et les polyméres de caséines k vers le
milieu dispersant. Le coté intérieur de la submicelle, tourné vers le cceur de la micelle,
serait constitué¢ exclusivement de caséines oy et as. Une faible quantité de caséine
B cependant pourrait s’y trouver aussi. La position interne de la caséine o, semble étre
confirmée par son aptitude a 1I’hydrolyse par la chymosine quand elle est isolée en solution.
Or, lors d’un emprésurage du lait, il semble bien que la chymosine n’hydrolyse pas la
caséine a, ce qui tend a démontrer son inaccessibilité.

Les submicelles internes seraient liées en partie par des compactages hydrophobes
mais surtout grace a des liaisons ioniques par I’intermédiaire de phosphate inorganique de
calcium. Elles contiendraient essenticllement de la caséine oy et de la caséine P en
quantités équimolaires. On trouverait cependant une faible quantité de caséine k qui par sa
partie C-terminale formerait une chevelure dont [’épaisseur varierait selon les

caractéristiques de milieu.
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Figure 1.9 : Modele de structure de micelle de caséines selon Ono et Obata
confronté a celui de Holt [8]

1.2.5 Effet de ’addition de sels sur la micelle de caséine

L’addition de chlorure de calcium diminue trés fortement le potentiel z&ta des micelles.
Le chlorure de sodium affecte aussi le potentiel z€ta, mais de manieére moins marquée. Une
addition de CaCl, peut finir par provoquer la fusion des micelles en supprimant les
répulsions électrostatiques mais aussi en permettant 1’établissement de ponts calciques.

L’addition de sels diminuerait les répulsions électrostatiques et augmenterait les
associations protéine-protéine. L’eau liée aux protéines serait alors moins mobile, ce qui

conduirait a une augmentation du taux de relaxation [8].

1.2.6 Les caséinates

Les caséines sont des produits insolubles dans 1’eau dans les conditions normales. A cet
effet, les industriels ont cherché a avoir une forme soluble qui facilite leur utilisation.
Plusieurs techniques ont ét¢ mises en ceuvre, dans le but d’avoir des caséinates qui
répondent aux exigences industrielles. Ces caséinates peuvent €tre obtenues a partir de la

caillebotte, de la caséine séche ou de la caséine acide [23, 24].
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1.2.7 Les sels de caséinates

C’est en fonction de [’utilisation industrielle, que le fabriquant a mis au point
différentes caséinates qui répondent au mode de formulation en utilisant différents sels

aux alcalis. Les caséinates utilisées couramment en industrie sont [25] :

Caséinate de sodium (hydroxyde, bicarbonate, phosphate de sodium),

Caséinate de potassium (hydroxyde, phosphate de potassium),

Caséinate de calcium (hydroxyde, carbonate, phosphate de calcium),

Caséinate de magnésium (hydroxyde, carbonate, phosphate de magnésium),

Caséinate d’ammonium (hydroxyde d’ammonium).

On se limitera dans cette étude au caseinate de sodium qui fera 1’objet de notre

expérimentation.

Le caséinate de sodium est un mélange de plusieurs fractions, non seulement contenant
les monomeres principaux de la caséine (Alpha et Béta), mais également d’autres fractions
importantes tels que Kappa —caséine et Alpha s2 -caséine, aussi bien que de petites
quantités de sels minéraux (particuliecrement les ions Ca2+). Les fractions de caséinates
enrichies de la Béta —caséine montrent une activité de surface et une capacité émulsifiante
importante, mais réduisent la stabilité du film. Un comportement opposé est remarqué pour

les fractions enrichies en Alpha-s et Kappa caséines [25].

Les solutions de caséinates de sodium contiennent des micelles secondaires avec un
rayon hydrodynamique de 8.89 + Inm et un assemblage supra moléculaire de 74+ 4nm et
cela a ét¢ mis en évidence par le biais de la dispersion dynamique de la lumiére (Dynamic
Light Scattering) [26]. En utilisant de la dispersion de la lumiére statique, Lucey et al. [27]
ont montré que le rayon hydrodynamique des caséinates de sodium varie entre 20 et 70nm.
Cependant, une étude récente menée par Dickinson et al. [28] a montré que le rayon
hydrodynamique était preés de 100nm. La taille ainsi que la forme exacte des molécules de

caséinate de sodium restent a nos jours, en grande partie, inconnues [29] voir Figure 1.10.
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Figure 1.10: Structure de la micelle de caseinate

1.2. 8 Application des caséines et des casé€inates

C’est par le passé, la principale utilisation de la caséine était la fabrication d'un
plastique appelé galalithe, actuellement elle est employée dans les colles, les peintures,
l'industrie du papier et des ciments a cause de son pouvoir liant. Dans 1’industrie
alimentaire, les caséines et caséinates sont utilisés pour leurs qualités nutritionnelles et
fonctionnelles. Ainsi, la caséine est un ingrédient important dans les fromages fondus et

des préparations diététiques [30].

Actuellement, 1'utilisation de la caséine micellaire rentre comme celle de la caséine
présure, presque exclusivement dans la fabrication fromagére afin d’augmenter le

rendement.

Les caséinates ont une teneur en protéines sur extrait sec ¢levée (90 a 95%) et de tres
bonnes propriétés fonctionnelles. Ainsi, le caséinate de sodium est un bon émulsifiant et a
une bonne capacité de rétention d’eau. Pour ces raisons, il est utilisé depuis fort longtemps
en tant qu'émulsifiant dans l'industrie de la salaisonnerie. Les mémes caractéristiques sont
exploitées dans la préparation des plats cuisinés, des sauces et potages déshydratés, des
cremes glacées et fouettées. Les caséinates sont aussi utilisés, pour leur teneur élevée en
protéines, dans la fabrication de biscuits protéinés, des imitations de fromage pour les
pizzas et les plats cuisinés, en diététique, en nutrition clinique sous forme hydrolysée et

dans l'industrie pharmaceutique [30].
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CHAPITRE 2
INTERACTIONS PROTEINES/POLYSACCHARIDES/ELECTROLYTES

2.1 Introduction

Les solutions de biopolymerés couvrent un trés large spectre d’utilisation. La
descriptin de tels systémes, repose sur trois termes essentiels qui sont la solubilité, la
conformation et les interactions qui peuvent leur donner une structure macroscopique.

Les intractions entre biopolymerés ont des effets trés importants sur la stabilité et sur la
texture des produits. Ils peuvent déterminer les propriétés rhéologiques et 1’aspect du
produit, aussi bien que son instabilité physique, refletés dans les changements de
I’'uniformité ou la perte d’homogéneité. Beaucoups de facteurs, tels que la concentration en
protéine, la gomme, la temperature, la vitese de cisaillement, la force ionique peuvent
induire de grosses interactions entre les particules et affecter la stabilité des systémes
colloides alimentaires.

En effet, la  catégorie de biopolymerés considerée dans ce chapitre est basée
essentiellement sur les protéines, et les polysaccharides qui sous certaines conditions

physico-chimiques, vont interagir mutuellement en solution aqueuse [31].

2.2 Intéractions moléculaires

Les interactions impliquées entre les molécules modifient leur comportement en
solution. La force, la spécificité ainsi que la nature attractive ou répulsive des interactions
sont variables. Les interactions moléculaires peuvent étre classées de par leur nature
covalente, ¢électrostatique, due a des forces de van der Waals ou encore a des répulsions
stériques [32].Les interactions répulsives sont non spécifiques et proviennent de répulsions
stériques ou d’interactions électrostatiques. Les interactions attractives peuvent étre faibles
ou fortes, spécifiques ou non spécifiques. Les liaisons covalentes sont spécifiques
contrairement aux interactions électrostatiques, aux forces de van der Waals et aux
interactions hydrophobes. Les interactions entre les molécules sont souvent exprimées sous
la forme d’énergie potentielle [33]. L’énergie potentielle entre deux molécules dépend de

leur position relative. La force nécessaire pour séparer deux molécules sphériques simples
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d’une distance intermoléculaire rvers I’infini peut étre exprimée par la différence

d’énergie potentielle impliquée en fonction de la distance intermoléculaire .

F=—
& Eq 2.1

Ou F est la force (N), I" est I'énergie potentielle (J) et r la distance intermoléculaire (m).
Ainsi, plus les molécules sont éloignées, plus la force nécessaire a leur séparation est
faible. La valeur négative d’énergie potentielle correspond au travail qui doit étre effectué

pour séparer ces deux molécules.

2.2.1 Liens covalents

Le lien covalent est permanent et spécifique. Il implique le partage d’électrons entre deux
ou plusieurs atomes. Le lien covalent est court, entre 0,1 et 0,2 nm, et son énergie

potentielle se situe entre 200 et 800 kJ-mol” [34].

2.2.2 Interactions électrostatiques intermoleculaires

La connaissance de la polarisabilit¢ et du moment dipolaire permanent d'une
molécule, permet d'évaluer les interactions intermoléculaires. Comme ces interactions
conditionnent un certain nombre de propriétés physiques couramment utilisées, pour la
caractérisation des systémes protéine- polysaccharides, il est nécessaire de rappeler

l'origine de ces interactions.

2.2.2.1 Interactions d'orientation ( Keesom)

Ces interactions sont dues, aux forces d'attraction entre dipoles électriques

permanents, et conduisent a une énergie d'attraction (E) donnée par la relation (2.2), ou

Ly et u, représentent les moments dipolaires des deux molécules [35]

_ QMM
=3 s KT Eq22

Ou L représente la distance entre les 2 dipdles, E, 1’énergie, K, la constante de

Boltzmann et T représente la température absolue.
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2.2.2.2 Interactions d'induction (Debye)

Une molécule polarisable (de polarisabilité a,), peut acquérir un dip6le induit sous
lI'influence d'une deuxiéme molécule de moment dipolaire (4, ), ce qui conduit a une
énergie d'attraction E, décrite par 1’équation (2.3)

_ oy 3oLt
E—-% Eq2.3

Ou a, est la polarisabilité¢ de la molécule 1, ., la polarisabilité de la molécule 2, x,, le

moment dipolaire induit de la molécule 2, 4 , le moment dipolaire de la molécule 1 et L

représente la distance entre les deux dipoles.

2.2.2.3 Répulsions stériques

Lorsque deux atomes sont proches I'un de I’autre, le recouvrement des nuages d’électrons
crée une force répulsive les empéchant de s’approcher davantage. Cette force répulsive
croit lorsque la distance entre les atomes devient inférieure a leur rayon. Les forces
impliquées entre des molécules non sphériques dépendent aussi de leur orientation relative
[33]. Par exemple, une molécule linéaire aura un point d’ébullition plus élevé qu’une
molécule semblable mais ramifiée. Les ramifications diminuent les interactions
intermoléculaires en empéchant I’alignement des molécules. De ce fait, I’énergie cinétique

nécessaire a un changement de phases est moindre.

2.2.2.4 Interactions hydrophobes

Lorsque des molécules non polaires sont introduites dans un milieu aqueux,
les molécules d’eau se réarrangent de manicre a former des structures tétraédriques
maintenues par des ponts hydrogénes polaires. En maximisant le nombre de ponts
hydrogéne, 1’eau isole les molécules non polaires. Les interactions hydrophobes sont en
fait des forces indirectes qui favorisent le regroupement des molécules non polaires suite a
des interactions entre des molécules polaires. Les différents types d’interactions décrites
dans cette section sont impliquées en proportions diverses dans les systémes ternaires

protéine/polysaccharide/eau [36].

2.2.3 Mouvement thermique brownien

Géneralement dans les suspensions de macromolecules et de particules, le

mouvement brownien a toujours lieu a des temperatures supérieures a 0 °K, ou toutes les
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particules ou molecules grandes ou petites, sont dotées d’une energie libre du mouvement

brownien.

2.3 Aspect thermodynamique des solutions de biopolymeres

2.3.1 Solutions de biopolymeéres

La thermodynamique statistique est un puissant outil pour la description de telles
solutions, et cela en se basant sur le calcul des grandeurs de mélange. La premicre loi de la
thermodynamique démontre que 1’énergie d’un systéme est conservée sous une forme ou
une autre et ce peu importe les réactions impliquées. La deuxiéme loi de la
thermodynamique exprime la tendance d’un systéme vers une augmentation d’entropie.
L’>¢énergie libre de Gibbs (G) est une équation d’état qui met en relation les deux premieres
lois de la thermodynamique lorsqu’une réaction se produit a température et pression
constantes. L’énergie molaire libre de Gibbs correspond au potentiel chimique pour les
substances pures et les gaz parfaits. Lorsque la température et le volume d’un systéme sont
constants, 1’énergie de Gibbs peut étre remplacée par I’énergie libre de Helmholtz (A) [36].

L’énergie libre de Gibbs est la propriété thermodynamique la plus utilisée lors de
I’étude de la stabilité de solutions composées de solvants et de solutés de nature
alimentaire. La loi de Raoult est la premi¢re approche empirique développée pour des
solutions simplifiées. Ces solutions dites idéales doivent avoir une enthalpie de mélange
nulle. Elles doivent étre composées d’un solvant et d’un soluté ayant des molécules de
méme taille. Le volume total des solutions doit étre ¢gal a la somme des volumes
individuels des composés.

A cet effet, le calcul de ces grandeurs thermodynamique nous permet de classer les

solution de biopolymers qu’on rencontre souvent comme suit :

- Solution idéale : Elle se caractérise par un AH,, = O et AS;, = AS,, ou le terme AS,
représente l'entropie conformationelle du biopolymeére. C’est le cas idéal d’une solution de

biopolymeére ou I’entropie de mélange (ASy,) est égale a I’entropie conformationelle (AS,).

- Solution athermique : Dans ce cas, on a I’enthalpie de mélange nulle d’une part, et

d’autre part I’entropie de mélange est supérieure a I’entropie conformationelle. Cet écart
est du a D’existence d’un terme d’exces qui traduit les interactions entre les deux

biopolyméres AH,, =0 et AS, > AS..
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- Solution réguli¢re : Dans ce cas, I’enthalpie de mélange n’est pas nulle, mais ’entropie

de mélange est égale a I’entropie conformationelle (A Hy, # O etAS,, = AS,).

- Solution réelle : Dans ce cas on a AHy,, # O et AS,, contient un autre terme d'exces qui ne

traduit par le terme conformationel, ce terme d’excés traduit les interactions entre les

biopolyméres .

2.3.2 Incompatibilté et compatibilité thermodynamique

Lorsqu’une protéine et un polysaccharide anionique sont dans une méme solution,
trois types de comportement peuvent étre observés (Figure 2.1). Premiérement, les deux
polymeres peuvent étre en deux phases distinctes sans interagir, ou chacune des phases est
enrichie en 1'un ou [Dautre des polymeres. Cet état, appelé incompatibilité
thermodynamique ou séparation de phases ségrégative, existe lorsque les interactions entre
polyméres d’une méme nature sont favorisées au détriment de celles entre polymeéres de
natures différentes. L’incompatibilité dépend des charges relatives sur chaque polymére,
du pH, de la flexibilité¢ des chaines du polysaccharide, du poids moléculaire des polyméres,

de la concentration en sels ainsi que de la concentration en solides totaux [37].

Le deuxiéme cas, rarement observé, se produit lorsque les macromolécules forment
un mélange homogene spontané sans interagir. Cet état de co-solubilité est en constante
compétition avec celui d’incompatibilit¢ thermodynamique. Plus 1’écart entre les poids
moléculaires des macromolécules augmente, plus le déséquilibre entre les forces attractives
et répulsives s’accroit, et plus il y a de risques de voir une incompatibilité entre les
polymeéres. Seuls quelques exemples de co-solubilité ont été rapportés dans la littérature,
dont le cas de I’albumine de sérum bovin (BSA) et de la pectine [38], ce systéme est stable
depH 3 a8etde 0,1 a1,0M de NaCl, et devient instable en présence de 6 M d’urée. Les
deux polymeéres sont maintenus non seulement par des interactions électrostatiques, mais

aussi par des liaisons hydrogene.

Troisiemement, il peut y avoir présence de deux phases ou les polymeéres de charges
opposées se retrouvent principalement dans la méme phase. Cette compatibilité
thermodynamique, ou séparation de phases associative, est caractérisée par la formation
d’un complexe protéine/polysaccharide, aussi appelé coacervat, maintenu majoritairement

par des interactions ¢€lectrostatiques. Dans ce cas, les polysaccharides s'adsorbent sur les
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surfaces des protéines. Si la quantité de polymére n'est pas assez grande pour couvrir
compleétement la protéine, un polysaccharide peut s’adsorber sur plus d'une protéine
extérieure, liant de ce fait deux particules ou plus de protéines. Un tel processus s'appelle
¢galement le coacervation complexe [39]. C'est un phénomene qui se produit souvent dans

le mélange de biopolyméres dans lequels, ces derniers ont des charges opposées.

En résumé, les polysaccharides adsorbés sur les protéines induisent des attractions
efficaces entre les protéines et les particules colloidales. L'attraction entre les protéines
induites par les polysaccharides non-adsorbés conduisent a une séparation de phases. Les
interactions entre polysaccharides et protéines ont fait 1’objet d'études visant a mieux
comprendre les mécanismes impliqués dans la formation de complexes et leurs

applications possibles.
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Figure 2.1 : Comportement d'un mélange de protéine et de polysaccharide

2.3.3 Formation de complexes proteines/polysaccharides

La formation de complexes entre une protéine et un polysaccharide est un cas
particulier des interactions macromoléculaires en solution. Les interactions impliquées
entre ces biopolyméres peuvent €tre répulsives et non spécifiques et provenir de 1’effet
d’interactions électrostatiques et/ou de volume exclu. Le volume exclu désigne la
diminution de I’espace occupé dans la solution par I'un et 1’autre des polymeéres et ce,

lorsque les interactions entre les molécules de méme nature sont favorisées au dépend des
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interactions entre des molécules différentes. Les interactions attractives peuvent étre
faibles ou fortes, spécifiques ou non spécifiques. Les liaisons covalentes sont spécifiques
contrairement aux liaisons ioniques, aux forces de van der Waals, aux interactions
hydrophobes et aux liaisons hydrogene. Il peut y avoir une interaction €lectrostatique entre
des macromolécules d’une charge nette de méme signe par I’intermédiaire de zones portant
des charges de signe opposé [40].

Bien que les interactions électrostatiques soient majoritaires lors de la formation des
complexes [41], des forces d’autres natures sont impliquées dans certains systémes. Par
exemple, la formation de complexes pectine/gélatine a un pH supérieur au pl de la protéine
et a une force ionique supérieure 0,2 pouvait s’expliquer uniquement par la présence
d’interactions ¢électrostatiques. En fait, la présence d’une température critique de
miscibilité (20°C) du systéme gélatine/pectine a permis de détecter la présence de liens
hydrogeéne, favorisés a basse température [42]. D’autre part, le traitement thermique des
complexes protéine/polysaccharide a permis d'améliorer leur stabilité lors de variations de
pH ou de force ionique, et cette amélioration a été associée a des interactions hydrophobes
. Les observations effectuées dans le cadre de telles études restent a confirmer par la

caractérisation des interactions protéine/polysaccharide impliquées.

2.3.4 Facteurs influencant la nature des complexes

2.3.4.1 Charge des macromolécules

La formation de complexes est influencée majoritairement par la nature et la densité
des charges présentes sur les deux macromolécules. Une faible densité de charges inhibe la
formation des complexes, alors qu’une forte densité peut induire une précipitation ou une
gélification. La charge résiduelle nette influence la solubilité des complexes obtenus. Les
complexes sont solubles lorsque la charge d’une des macromolécules en excés permet
d’interagir avec le solvant. Les complexes sont insolubles lorsque les charges des
macromolécules sont égales et opposées; ils peuvent étre solubilisés par un titrage acide,

effectué¢ a faible force ionique [43].

2.342LepH

Le pH agit sur la charge des complexes en influencant le degré d’ionisation des
groupes amines et carboxyliques. Une forte concentration en sels inhibe la formation de
complexes en créant un effet d’écran électrostatique. De méme, une force ionique

insuffisante inhibe la complexation. En effet, la forte charge portée par les macromolécules
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induit une modification de leur configuration de mani¢re a favoriser la formation
d’agrégats et ce, au détriment des complexes .Le ratio protéine/polysaccharide est un
troisiéme facteur influengant la charge nette et les propriétés du complexe obtenu. Ce ratio

est le facteur ayant le plus d’influence sur la solubilité des complexes[44].

2.3.4.3 Nature du polysaccharide

Les polysaccharides anioniques n’ont pas tous le méme degré de compatibilité avec les
protéines. Les polysaccharides sulfatés se lient plus fortement a une protéine au dessus de
son point isoélectrique, que les polysaccharides carboxylés. Ceci s’explique par la force de
I’interaction entre les groupes OSO3- et NH3+ qui permet la formation de complexes
méme lorsque la protéine et le polysaccharide sont tous deux chargés négativement. Les
polysaccharides qui possédent des groupes carboxylés ne complexent pas les protéines
globulaires a une force ionique supérieure a 0,2, ou encore a des valeurs de pH largement
supérieures au point isoé¢lectrique des protéines. L’action de ces polysaccharides se

caractérise principalement par la diminution des interactions protéine/protéine[44].

2. 3.4.4 Poids moléculaire

Lorsque les interactions ¢€lectrostatiques entre protéine et polysaccharide sont tres
fortes, l’effet du poids moléculaire du polysaccharide sur la quantit¢ de protéines
complexées est négligeable [45]. Lorsque ces interactions sont faibles, un polysaccharide
de poids moléculaire élevé complexe une plus grande quantité de protéines; le plus grand
espace occupé dans la solution favorise alors le contact avec la protéine . Les protéines
d’un grand poids moléculaire ont tendance a former des gels ou des précipités plutdt que
des complexes. Les molécules de faible poids moléculaire interagissent par appariement
ionique, plutdt que par complexation, conduisant a la formation d’agrégats

moléculaires[46].

2. 3.4.5 Influence du milieu sur la structure

La température influence la formation de complexes en favorisant les interactions
hydrophobes et covalentes a haute température et les liens hydrogene a basse température.
L’application d’une pression hydrostatique facilite aussi la formation de complexes. En
effet, ce traitement mene a la dénaturation partielle des protéines et permet 1'exposition de
sites réactifs, initialement enfouis dans la molécule [47]. Dans le cas des hautes pressions

dynamiques, elles réduisent la taille des complexes par 1’action de forces de turbulence, de
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cavitation et de cisaillement . La durée d’un traitement de cisaillement influence également
la taille des complexes. Plus il est long, plus les probabilités de collisions augmentent et

plus les complexes auront une grande taille [47].

2.4 Phénomeénes et mécanismes de floculation par déplétion

Pour les mélanges de biopolymeres, la séparation de phase ségrégative conduit a
une réduction de la concentration d’un biopolymere au prés des particules de I’autre en
solution aqueuse, cette réduction de la concentration a I’interface est due a une perte de
I’entropie conformation (ASc). Cette réduction est dite la déplétion [38]. Dans ce cas,
I’agrégation des particules est causée par I’exclusion des macromolécules de la protéine
entre 1’espace des particules du polysaccharide, et résultant alors a une différence de
concentration entre les régions interparticules et les régions extérieures qui les entourent
[48] et par conséquent la pression osmotique de la région extérieure devient grande
comparée a celle des régions interparticules. A cet effet, une force attractive additionnelle
s’ajoute entre les particules qui favorise d’une maniere remarquable la floculation, notons
que cette force d’attraction entre les particules dépend nettement de la taille, de la forme et
de la concentration du biopolymerés et des particules. Une illustration schématique du

phénomene est détaillée dans la figure 2.2
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Figure 2.2 : Représentation schématique du phénoméne de déplétion entre polysaccharide
et une protéine, Rg : rayon de giration du polysaccharide ; oc diamétre de la protéine
[48].
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2.5 Interactions biopolymeéres/électrolytes en solution aqueuse

Les interactions biopolymeére/protéine ont fait 1’objet de plusieurs travaux dont
certains concluants et d’autres ont postulé des hypothéses qu’il faut toujours développer.
Ces études sur les interactions dans les systémes de biopolyméres ont été réalisées avec
différentes méthodes physico-chimiques de caractérisation des interactions.

Cependant, beaucoup de produits a base de proteines et de polysaccharides (boissons
pour athlétes, formule infantile...) nécessitent un enrichissement avec des sels minéraux.
I1 est donc important de comprendre comment 1'addition de ces sels modifie les propriétés

rhéologiques et physico-chimiques et affectent la stabilité de ces produits.

L’ajout de sels a une solution de lactoglobuline (B-lg) favorise les interactions non
polaires en neutralisant les charges de la protéine. Le calcium induit des distorsions
structurales locales dans la protéine native en formant des ponts intramoléculaires [5]. Ces
ponts calciques augmentent I’hydrophobicité de la protéine et la réactivité des groupements
sulthydryles.

L’ajout de calcium dans une solution de B-lg partiellement dénaturée induit la
formation d’un gel maintenu par des ponts calciques intermoléculaires. La valence des ions
incorporés a la solution de B-lg joue un role important dans le mécanisme de gélification.
Le chlorure de sodium modifie peu I’hydrophobicit¢ de la B-lg et la réactivité des
groupements sulfydryles. La gélification d’une solution de B-lg en présence de chlorure de
sodium est plus lente que celle observé avec le chlorure de calcium [49].

Selon SCHMIDT [6], ’association des monomeres de caséine a été favorisée en
augmentant la concentration ionique et en diminuant le pH. Ceci est vraisemblablement d
a la réduction de la répulsion électrostatique.

L'agrégation et la dispersibilité sont souvent étudiés en littérature [3]. Par exemple,
la solubilité de la protéine de soja diminue avec I’augmentation de la force ionique jusqu’a
0,01 M et augmente alors a une force ionique plus élevé . Discutant ce résultat sur la base
de l'effet des ions sur les interactions hydrophobes, DAMODARAN et KINSELLA [50]
ont conclu que la diminution de la répulsion électrostatique entre les protéines peut
augmenter les interactions hydrophobes entre leurs surfaces non polaires et mener a la
formation d’un aggregat insoluble. C’est sur la base de la connaissance de I'agrégation de
monomeéres que les protéines agrégent dans une masse insoluble au point isoélectrique
parce que la répulsion électrostatique entre les particules diminue pendant que la charge

nette tend vers zéro.



42

Lorsque les particules deviennent plus étroites, les forces coulombiennes entre les
charges positives et négatives des résidus de protéine, les attractions de VAN DER
WAALS et la liaison d'hydrogéne tiendraient alors la masse ensemble contre les forces de

dispersion.

En géneral, dans les solutions concentrées d'électrolyte, les ions occupent une fraction
significative de tout le volume de la solution. Les molécules de protéine sont si étroites
ensemble que des ions sont exclus de la région entre les particules de protéines. Ceci cause
un déséquilibre dans la pression osmotique locale exercée par les ions sur les protéines. En
plus Les ions monovalents (Na’, Li*, K¥, Rb*, Cs") forment une matrice gélifiée lorsque
les forces ioniques sont de 1’ordre de 100 mM alors que pour les ions divalents (Ca’",
Mg?, Ba®") il suffit de faibles concentrations (10 -20 mM) [51]

Nash et al. [29] ont fait une étude sur les mélanges de caséinate de sodium et le
xanthane. L’utilisation de la dispersion de la lumi¢re DLS (Dynamic Light Scattering) et a
pH=7 et en présence de 0.1M de NaCl, montre une distribution bi nodale du taux de
relaxation avec un pic d’agrégation prédominante (pour des concentrations de caséinate de
sodium entre 0.02% et 0.1%). Les solutions de xanthane ont montré une distribution
simple pour des concentrations <0.06% et une distribution bi nodale a des concentrations
supérieures. Les mélanges de caséinate de sodium —xanthane ont montré des modes qui
sont indépendants de la concentration totale des deux biopolymeéres. En conclusion, les
auteurs ont démontré par ’utilisation de la DLS qu’il n’existe pas d’interactions entre le
caseinate de sodium et le xanthane dans la marge des concentrations considérées.

Hemar et al. [52] ont fait une étude viscosimetrique sur plusieurs protéines mélangées avec
le xanthane. L’utilisation de la microscopie confocale a été utilisée pour visualiser la
microstructure et le comportement de phases des mélanges en solution aqueuse. Les
résultas ainsi obtenus ont montré que le mécanisme de floculation par déplétion dans la
séparation de phases dépend nettement de la taille du biopolymeére et de sa forme ainsi que
de la taille des particules dispersées ; d’autre part, la présence des molécules de caseinate
de sodium augmente 1’association des molécules de xanthane entre elles due a des
interactions de répulsions entre les macromolécules du xanthane qui est chargé
négativement et celles de caséinate de sodium qui est chargée négativement a pH=7. En
conclusion, les résultats expérimentaux ont montré que le mécanisme de floculation par

déplétion est responsable de la séparation de phases dans les systémes protéine du
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lait/xanthane, mais 1’incompatibilité thermodynamique est responsable de la séparation de
phases dans le systéme caseinate de sodium/xanthane.

L’incompatibilité¢ des protéines avec tous les types de polysaccharides devient plus
prononcée avec 1’augmentation de la concentration en sel. Les systémes contenant les
polysaccharides neutres et sulfatés ont un bas point critique. Ceci correspond a une
concentration ¢ * en sel de 0,1 mol/dm’ pour le neutre et de 0,3 mol/dm® pour les
polysaccharides sulfatés [53]. Les polysaccharides sont complétement compatibles avec les
protéines aux concentrations en sel au-dessous de c*. Dans ces conditions, les
polysaccharides neutres et sulfatés peuvent former des composés solubles avec les
protéines [54]. La dissociation de ces composés avec I'augmentation de la force ionique a
comme conséquence 1'incompatibilité des biopolymeres. On devrait également noter qu'il y
a un autre argument a caractére plus général pour expliquer les effets ioniques sur

l'incompatibilité des protéines avec des polysaccharides neutres a pH différents de pH;. .

2.6 Effet du sel sur les intéractions entre biopolymeres

Les intéractions stériques sont I’'un des mécanismes stabilisants les plus importants
dans les émulsions alimentaires. Cependant, certaines émulsions sont stabilisées par des
combinaisons stériques et éléctrostatiques et de leurs intéractions. La présence de NaCl
dans la phase aqueuse des émulsions stabilisées par des émulsifiants (proteines) peut

influencer les intéractions entre les gouttelettes par les mecanismes suivants :

v En presence de I’electrolyte, 1’épaisseur de la double couche éléctrique est reduite.
Dans ce cas, la repulsion éléctrostatique entre les gouttelettes diminue jusqu’au point ou
elle ne pourait plus empécher la floculation. En d’autres termes, la neutralisation de la
charge exterieure se produit a des distances plus courtes quand la concentration de la
charge opposée dans la solution augmente, permettant de ce fait 1’aggrégation des

gouttelettes.

v Le potentiel zéta diminue en présence de NaCl, ce ci peut etre expliqué par le

mécanisme d’interaction electrostatique.

v" Les sels changent 1’organisation structurale de I’ecau en influengant la force des
associations hydrophobique modifiant par conséquent la maniére dont les agents

tensioactifs s’adsorbent sur une interface mélangée [55].
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v DEMETRIADES et MC CLEMENT [4] ont montré que le NaCl réduit la viscosité
de la phase aqueuse et accelére la vitesse de cremage a des fortes concentrations. Ils ont
montré aussi que les émulsions a base de proteines sont plus sensibles au sel que celles a
base d’un tensioactif synthétique (tween 20) parce que les forces ioniques déstabilisent les

émulsions a base de proteines.

v' KULMYRZAEV et SCHUBERT [56] ont étudié¢ I’influence du KCI sur les
propriétés physico-chimiques d’une émulsion stabilisée avec du petit lait. Cette étude a
prouvé que les ions k' et de CI” sont les ions indifférents dans les émulsions, parce que
l'augmentation de la force ionique n'a pas changé le point isoélectrique de la protéine. La
réduction du potentiel zéta avec l'augmentation de la force ionique est provoquée
seulement par la réduction de la double couche électrique. On lui a également montré que
l'agrégation des gouttelettes des émulsions stabilisées par les protéine de petit lait dépend
fortement du pH et de la concentration en chlorure de potassium; 1’émulsion était
fortement instable a l'agrégation preés du point isoélectrique en raison de la charge
extérieure relativement basse des gouttelettes. Ces résultats sont trés importantes pour la
production des émulsions de nourriture enrichies par le potassium, qui peuvent é&tre
galement employées pour empécher l'insuffisance de potassium dans le corps humain.
Pour produire une émulsion qui est stable a 1'agrégation, il est important d'ajuster le pH a 4
ou a 6. A ces conditions, les émulsions restent stables a I'agrégation quand la concentration

en KCl est aux environs de 100 mM [57].

v Le sel a également un effet sur le pH. Ce dernier diminue lorsque la concentration
du sel augmente [58]. Ceci est di a plusieurs facteurs:
e Le sel modifie la constante d’équilibre de 1’eau.
e Les charges positives des ions du sel peuvent déplacer les ions des

groupements acides des proteines.
M+COOH ——» COOM +H"

v' Le potentiel d’intéraction entre les couches de [-caseine est prédit comme
fortement répulsif a toutes les forces ioniques, ce qui conduit a une bonne stabilité stérique
et ¢lectrostatique des goutelettes de 1’emulsion couvertes par la B-caseine. En revanche, le
potentiel d’interaction entre les couches de as-caseine est prévu d’étre attractif aux

séparations intermédiaires au dessus d’une certaine concentration ionique, qui est
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conformée a une stabilité plus faible des gouttelettes couvertes de as-caseine vis a vis de la

floculation par de simple electrolytes [NaCl ou KCI].

2.7 Conclusion

Des ¢études sur I’influence des électrolytes sur la stabilité¢ des systémes colloidaux ont
démontré que selon la valence , la solubilité et le type d’ion de sel , les forces de répulsions
¢lectrostatiques peuvent étre réduites par la compression de la double couche électrique et
de I’adsorption spécifique des ions. En effet , les électolytes peuvent modifier la
conformation des protéines et des polysaccharides , par neutralisation de leur charge
¢lectrique . Ils peuvent également générer une coacervation complexe ou augmenter leur
incompatibilité .Ces interactions électrostatiques et d’incompatibilité sont liées étroitement
,entre autres,aux propriétés rhéologiques et électrocinétiques de la solution polymérique.

Les caractéristiques rhéologiques et électrocinétiques des solutions polymériques sont
mises en évidence par deux appareils a savoir le rhéometre et le zetasieser qui sont les

moyens de caractérisation étudiés dans le chapitre suivant.
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CHAPITRE 3
METHODES DE CARACTERISATION
RHEOLOGIE ET ZETAMETRIE

3.1 Caractérisation rhéologique

3.1.1 Introduction alarhéologie

La rhéologie a pour finalité I’ étude de I’écoulement et de la déformation de la
matiere [59]. La naissance de la rhéologie en tant que branche spécialisée de la physique
est souvent datée de 1928, lorsque Bingham invente le terme et dispense aux USA le
premier enseignement universitaire. On peut donc estimer gue la rhéologie est une science
contemporaine. Cependant, dés le 18°™ siécle, de grands savants lui apportaient ses
premiers fondements [60].

La vie courante nous montre que certains colloides alimentaires sont liquides, c'est le cas
du lait, des cremes liqueurs, d autres sont solides, le beurre, lefromage, d’ autres en fin sont
dans un état intermédiaire ; la mayonnaise et le yaourt. Cette classification est basée sur le
comportement rhéologique des produits alimentaires lors de leur manipulation, de leur
préparation et bien sur de leur consommation [19].

Donc on peut définir la rhéologie comme une discipline qui traite I’ écoulement et/ou la
déformation des fluides sous I’ action de la contrainte [61]. Son intérét est rendu chaque
jour plus évident par |’ apparition de nombreuses substances au comportement complexe :
pates, boues, émulsions, suspensions, dispersions.

La détermination des propriétés rhéologiques d un fluide sert non seulement a identifier le
fluide, mais auss a deviner son emploi dans les formulations [62]. De plus, le
comportement rhéologique des colloides alimentaires a un intérét intrinseque, et dans
beaucoup de cas, C'est une propriété au moins aussi importante que la stabilité de ces
colloides.



47

3.1.2 Notions de rhéologie

a Cisaillement

En rhéologie, le cisaillement d’une substance est I'éément déterminant pour
connaitre son écoulement et sa structure. On obtient un flux cisaillé par |’ écoulement entre
les plans paralléles, I’ écoulement rationnel entre cylindres coaxiaux, ou I’un des cylindres
est fixe et I'autre rotatif, I’écoulement télescopique par tubes capillaires et tuyaux,
I” écoulement de torsion entre plagues paralléles (figure 3.1).

Pour étudier la viscosité d'une matiere, le cisaillement doit induire un flux
stationnaire de la matiére. Pour qu'il y ait écoulement, il doit y avoir réorganisation et

déformation des particules et rupture des liaisons dans la structure de la matiére [59].

L

U

Figure 3.1 : Différents types de cisaillement [59].

b. Contrainte, déformation et vitesse de cisaillement
Dans un matériau au repos, un éément de volume cubique dx dy dz subit une

contrainte sur chacune de ses faces, dirigée de facon normale aux faces et dont la norme est
indépendante de I’ orientation de la face : il S agit de la pression hydrostatique exercée sur
cet élément de volume.

Lorsque le matériau est soumis & un mouvement laminaire de cisaillement, des contraintes

tangentielles aux faces de I’éément de volume apparaissent. Ce sont ces contraintes
(notéest = dF/dS) qui sont déterminées par I'expérience. Ces contraintes induites sont
indépendantes de la position de I’ élément de volume al’ intérieur d’ une méme couche [61].

Nous définirons la déformation de cisaillement dans le cas précis d un cisaillement simple

avec une symeétrie plane, schématiquement représenté par la figure 3.2.
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Figure 3.2. Schéma d’ un mouvement laminaire de cisaillement présentant une symétrie

plane

Le fluide est contenu entre deux plans infinis et paralées, I'un immobile, I'autre se
déplacant a une vitesse donnée. A I’instant t, chaque particule initialement dans une section
droite (indexée t = 0) aura parcouru la distance u(x, t). La déformation est définie par :

y(x,1) = du(x,1) Eq3.1
dx
La déformation dépend de la variation de déplacement u(x, t) en fonction de x, c'est-a-dire
lorsque I’ on passe d’une couche al’autre. Si I’on considére le cas particulier ou la courbe
joignant les extrémités des vecteurs déplacements u(x, t) est un segment de droite, alors y
(qui est en fait la pente en x de cette courbe) peut s’ exprimer de fagcon simple:

dx
La déformation ne dépend plus que de I'instant t. En dérivant y par rapport au temps, on

introduit la notion de vitesse de cisaillement

dy ddu ddu d 7o
j/':_}/:__u:__u:_vzgradv.ex Eq33
dt  dtdx dxdt dx

La vitesse de cisaillement est donc, dans le cas d’une symétrie plane représentée sur la

figure 3.3, le gradient de vitesse lorsque I’ on passe de la couche x ala couche x+dx.
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g I':I(I A

Figure 3.3. Ecoulement en cisaillement simple entre deux plagues infinies

(Vo : vitesse du plan mobile)

c. Viscosité

Les coefficients de viscosité sont des grandeurs physiques qui jouent un réle essentiel en
rhéologie, leur connaissance suffit parfois a caractériser de fagon précise le comportement
rhéologique du matériau. On peut dire auss que la viscosité décrit la propriété physique de

larésistance d’ un liquide al’ écoulement [63].

d. Les Coefficients de viscosité

* Viscosité absoluen

Elle est définie par larelation de Newton:

n = Eq.34

T_
Y

n : n'est fonction que de la température et de la pression extérieure. Son unité est |e Pascal

seconde (Pa.s) dans le systéme M SKA.

* Viscosité apparente

Par analogie avec les fluides Newtoniens, la viscosité apparente est introduite
comme étant le rapport entre la contrainte de cisaillement et la vitesse de cisaillement

correspondante, elle dépend de latempérature et de la pression extérieure.

* Viscosité cinématique
Elle est définit par larelation suivante :
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v=H Eq.3.5
/p g

Oup est lamasse volumique du fluide.

Son unité est le m?/ sdans le systeme MSKA.

* Viscosité relative

Elle est donnée par larelation

= E .3-6
u, /ﬂ q

Avec:
U : Viscosité apparente.
M s: Viscosité du solvant.
Elle est définit comme étant la viscosité d’un liquide donné par rapport a celle d’'un autre

liquide de référence.

3.1.3 Equation rhéologique d’ état, rhéogrammes
3.1.3.1 Equation rhéologique d’ état

Tout systeme mécanique obéit a une équation fondamentale qui établit une relation
entre les grandeurs cinématiques décrivant ce mouvement et les grandeurs dynamiques. |1
existe en rhéologie une relation entre la déformation de cisaillement vy et la contrainte de
cisaillement t, c'est larelation qui dépend des propriétés et de la nature du matériau; cette

relation s écrit :
y = f(r) Eq.3.7

Cette équation ne dépend pas seulement de la nature et des propriétés des
matériaux, €elle dépend aussi de la température T et de la pression extérieure P. Il serait

donc plus correct d’ écrire:
y=f@nPT) Eq.3.8
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3.1.3.2 Rhéogrammes

Les courbes qui traduisent graphiquement I'équation rhéologique d'état sont
appel ées rhéogrammes. Le comportement d'un fluide peut étre différent si on change la
facon de cisailler. Ces derniers peuvent exprimer lesrelations entre:

# Lacontrainte de cisaillement t et la déformation de cisaillement .

# [ acontrainte de cisaillement t et lavitesse de cisaillement y

# Ladéformation de cisaillement vy et le temps (expérience de fluage).

# L acontrainte de cisaillement 1 et e temps (expérience de relaxation).

Toutes ces expériences sont donnéesa T et P constants[60].

3.1.4 Classification des fluides réels en fonction de leur comportement rhéol ogique

L’ état fluide est caractérisé par deux principaux types de comportement rhéologique,

suivant la nature des parametres qui influent sur I’ aspect de la courbe d’ écoulement :

» Lesfluides «indépendants du temps».

» Lesfluides «dépendants du temps».

3.1.4.1 Fluides indépendants du temps

Ce sont les fluides pour lesquels il existe une relation biunivoque entre la contrainte

de cisaillement t et la vitesse de cisailllementy . Leur comportement rhéologique est

indépendant de la durée d' application de la contrainte [64]. Cette catégorie de fluides est
subdiviséeen :

> Fluides newtoniens.

> Fluides non newtoniens.

- Fluides newtoniens

Ces fluides sont caractérises par une relation proportionnelle entre la contrainte de

cisaillement t et la vitesse de cisaillement y . Cette relation de Newton s écrit :
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T =UXY Eq
3.9
Ou, n est la viscosité dynamique du fluide (Pa.s). Laviscosité dynamique est indépendante
de la vitesse de cisaillement. Elle ne dépend que de la température, de la pression et de la
nature du fluide. [65]

- Fluides non newtoniens

Les fluides non Newtoniens au comportement indépendant du temps sont
caractérises par une relation générale de type:

L T=HaY Eq3.10
Ou, p, est laviscosité apparente dépendante de la vitesse de cisaillement (Pa.s).

Lesraisons du caractére non newtonien d’ un fluide sont liées alataille des particules,
leur concentration dans la phase continue, leur forme, leur nature et leur aptitude a la
déformation ou bien la réactivité physico-chimique de la phase continue notamment dans
le cas des suspensions colloidales. On distingue deux catégories principales de fluides non

newtoniens au comportement indépendant du temps: les fluides a contrainte seuil et les
fluides sans contrainte seuil.

A. Fluides a contrainte seuil (fluide plastique)

Le comportement plastique caractérise les fluides pseudo plastiques présentant en plus un
seuil de plasticité. Il est possible d'expliquer qualitativement ce comportement en
supposant que ce dernier présente au repos une structure tridimensionnelle rigide
susceptible de résister a des contraintes inférieures a la contrainte seuil. Des que I’on
dépasse cette contrainte, la structure se détruit et le comportement du fluide devient
Newtonien [65].

De nombreux fluides présentent un comportement plastique, on peut citer quelques
uns dans I’'industrie agro-alimentaire tel que la mayonnaise, la moutarde, le chocolat..,
ainsi que dans I’industrie chimique ou I'industrie pétroliére tels que la peinture, la péte a
papier.

Plusieurs lois rhéologiques sont utilisées pour décrire le comportement des fluides

plastiques [61], on cite:
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» Loi de Bingham

T=Tg + HpY S t>1, Eq.3.11
y=0 s 1<7,

Ou 1, est lacontrainte seuil (Pa) et, p, laviscosité plastique (Pa.s).

> Loi de Casson

2 = 110/2 + pgzyl/z s t>r1, Eq.3.12

¥=0 S 7<r7,
»  Loi de Casson généralisée

L T=T9+ Ky + .y s t>1, Eg3.13

y=0 s <7,
» Loi de Herchel-Bulkley

=15+ Ky" s 7>1, Eq.3.14

7=0 s <7,
Ou K est I'indice de consistance et n, I’ indice de comportement (structure).

B. Lesfluides sans contrainte seuil :
Les fluides sans contrainte critigue sont définis par la relation d Ostwald, appelée
également loi en puissance :

t=k yn Eq.3.15
OuK est I'indice de consistance et n, I'indice de courbure.
Selon lavaleur de n, ces fluides peuvent étre divisés en deux groupes [65].
- Lesfluides pseudo-plastiques ou rhéofluidifiants O<n<1
- Lesfluides dilatants ou rhéoépai ssissants n>1
IIs sont représentés en terme de contrainte de cisaillement en fonction de la vitesse de
cisaillement comme la montre lafigure 3.4.
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Figure 3.4 : Diagramme des fluides sans contrainte seuil [65]

Dans le cas de fluide rhéofluidifiant, la viscosité diminue lorsque la vitesse de cisaillement
augmente pour atteindre finalement une valeur minimale constante a la vitesse élevée
(figure 3.4.). Beaucoup de colloides aimentaires présentent un comportement
rhéofluidifiant d0 a la destruction de la structure sous |’ effet de cisaillement. On note que
dans la plupart des cas, I'effet rhéofluidifiant est réversible, les fluides reprennent alors
leur viscosité originale quand I’ effet de cisaillement s atténue ou alors qu'il s arréte.

Le phénomeéne inverse est le comportement rhéoépaississant qui est moins fréquent, il
correspond a une augmentation de la viscosité lorsque la vitesse de déformation augmente
[66]. Ce type de comportement a été initialement mis en évidence sur des suspensions de
forte teneur en solide. Au repos, le volume libre entre les suspendants qui enrobent chaque
particule d’ une fine pellicule joue le réle de lubrifiant. Au fur et & mesure que la vitesse de
cisaillement augmente, le liquide est insuffisant pour combler tout le volume interstitiel.
Les tensions de cisaillement provoguent peu a peu la rupture de ces films, et aux
frottements solides liquides initiaux, se substituent alors des frottements solide-solide qui
entrainent une augmentation de la viscosité apparente de la suspension.

3.1.4.2 | esfluides dépendants du temps
Ce comportement rhéologique des fluides dépendants du temps, a été expliqué par
des modifications de leur structure interne. Ces modifications peuvent étre rapides. Dans ce
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cas, le temps n'intervient pas de maniere apparente dans les équations d’ écoulement, la
viscosité apparente est aors fixée uniquement pour une valeur donnée de la contrainte ou
de la vitesse de cisaillement. Par contre, si les modifications de la structure interne du
fluide sont lentes, les caractéristiques de I’ écoulement du fluide seront influencées par les
traitements antérieurs et la viscosité apparente dépendra dans ce cas d’' un autre parametre,
le temps ; alors on distingueratrois catégories de fluides dépendants du temps :

% | efluide thixotrope
% | efluide rhéopexe

% | efluide viscod astique

A. Fluide thixotropes
Lorsgu’ un fluide thixotrope est soumis a un cisaillement constant aprés une période

de repos, sa structure se désorganise peu a peu et sa viscosité apparente décroit avec le
temps. Au fur et a mesure que le nombre de liaisons détruites augmente, la vitesse de
décroissance de la viscosité apparente diminue et la structure tend a se réorganiser a une
vitesse qui varie selon le nombre de liaisons détruites. On pourra méme souvent observer
un état d’ équilibre dynamique lorsgue la vitesse de désorganisation sera égale a la vitesse
de réorganisation, bien entendu, cet équilibre dépendra de |la vitesse de cisaillement [63].

B. Fluides rhéopexes

Larhéopexie est le phénomene inverse de la thixotropie pour une contrainte donnée
(ou cisaillement donné) ; la viscosité apparente varie avec le temps. On peut citer comme
exemples les suspensions de bentonite, les émulsions eau dans huile, et certains dérivés de

la cellulose (solution de méthylcéllulose) [61].

C. Fluides viscoélastiques

Lathixotropie n’est pas |e seul type de comportement instationnaire. Dans la mesure ou
le matériau possede une certaine rigidité, on peut observer un comportement viscoélastique
[61]. Tous les matériaux présentent, a des degrés divers, des propriétés viscoélastiques ;
leur comportement s apparente a la fois au comportement du solide parfaitement éastique

et du liquide newtonien visgueux. L’ étude de ces propriétés est donc tout afait essentielle.
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3.1.5 Viscoél asticité des solutions de polymeéres

Certains matériaux ne peuvent pas étre assimilés a des solides parfaits ou bien a des
liquides purs. Leurs propriétés s averent étre une composition de celles des deux catégories
citées précédemment. Le solide parfait (solide de Hooke) stocke I'énergie de fagcon
élastique lorsqu’il est soumis a une contrainte mécanique, et la restitue intégralement des
qu'il cesse d' étre sollicité. 1l garde la mémoire de son état initial et y retourne des que la
contrainte s arréte. Laloi de Hooke caractérise ce comportement :

T=Gxy Eqg. 3.16

Ou G est le module élastique du solide considéré

Il existeici une relation de linéarité entrey et . Le solide de Hooke est dit « linéaire ». |l
est représenté schématiquement par un ressort de raideur G.

Le liquide pur, cest-a-dire purement visgueux, s écoule indéfiniment tant qu’une
contrainte lui est appliquée. La déformation induite persiste irréversiblement lorsgue la
contrainte s arréte. Son comportement est caractérisé par laloi de Newton :

T=n XYy Eq.3.17
Oun est la viscosité du liquide considéré

Le liquide newtonien est symbolisé par un amortisseur de coefficient de viscosité n. Les
liquides caractérises par larelation de Newton sont aussi dits linéaires car ils vérifient une
équation différentielle linéaire a coefficients constants.

Méme si la majorité des systemes obéissent a des lois plus complexes, on peut toutefois
modéliser leur comportement expérimental par des associations en série ou en parallele des
deux constituants élémentaires précédents, le ressort et I'amortisseur. Ces fluides
complexes sont dits viscoélastiques car ils bénéficient a la fois d’un caractére dissipatif
associé au milieu visqueux et d'une capacité de stockage de I'énergie associée au
comportement du solide élastique. Mais les fluides complexes sont linéaires seulement
dans |e cas de déformations trés petites. Pour des déformations inférieures & 10, on admet
que la majorité des matériaux peuvent étre considérés comme linéaires c'est-a-dire que la
linéarité entre la contrainte et la déformation est véifiée. Le cas généra

2 3

T=AXy +Bxy“+Cxy~ +....... seréduitat = Axy siy<0,01, les termes d’ordre

supérieur a 1 étant négligeabl es dans ces conditions.
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Les expériences en écoulement ne satisfont généralement pas cette condition et ne
permettent pas de sonder I’organisation microscopique du matériau. Elles apportent

toutefois des informations pratiques intéressantes sur son comportement lorsgu’il est
soumis a de fortes contraintes[ 67].

3.1.6 Propriétés des solutions de polymeére sous écoulement
Les caractéristiques rhéologiques non linéaires des solutions de polymére sont

mises en évidence par des représentations de type n = f (y ). Elles comportent de fagon
générale trois grands domaines :
> Un plateau newtonien atres faible vitesse de cisaillement : ) indépendant de y
» Un régime rhéofluidifiant : n diminue selon une loi de puissance lorsque
y augmente

» Un deuxieme plateau newtonien pour les fortes valeurs de y

T] 1IIIII§

oo 01 1 10 100 1000 10t

dy/dt

Figure 3.5. Courbes d’ écoulement d’ une solution de polymére, n=f(y )

La premiere phase correspond & un milieu enchevétré de macromolécules déformeé si
faiblement que la viscosité apparente de la solution ne varie pas avecy . La diminution de
la viscosité apparente avec y dans le deuxieme temps traduit I’alignement des chaines
dans la direction du cisaillement. Le deuxiéme plateau newtonien correspond a
I’ orientation totale des macromolécules. L’ étape rhéoépaississante aux tres fortes valeurs

de y résulte de frictions entres les chaines qui accroissent la viscosité. Ce phénoméne peut
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conduire a la formation de paquets ou de domaines cristallisés observables par diffraction
X [67].

Cette description est trés générale et certaines étapes ne sont pas toujours observables, soit
parce qu’elles sont si réduites qu’ elles échappent a I’ expérimentation soit parce que les
limites de I’ appareillage sont dépassees. La plupart des solutions de polymeres en régime

semi dilué sont rhéofluidifiantes.

3.1.7 Etude des propriétés viscodl astigues en régime dynamigue

Il existe, en viscoélasticité linéaire, un autre type d'expérience qui présente un intérét
fondamental et qui consiste a étudier le matériau de fagcon dynamique, en lui imposant une
contrainte (déformation) qui varie sinusoidalement au cours du temps avec la fréguence f.
Le fluide ayant un comportement linéaire, la déformation (contrainte) varie aussi
sinusoidalement et a la méme fréguence mais avec un déphasaged . L'amplitude de la
contrainte est proportionnelle a I'amplitude de la déformation. La contrainte peut alors étre
décomposte, comme le montre la figure 3.6, en une composante en phase avec la
déformation et une composante en quadrature de phase avec la déformation. La contrainte

et la déformation sont représentées par les relations :
T =195 N(wt +J) Eq.3.18
Y= rosinot Eq.3.19

Ou, 19 et yo représentent I’amplitude maximale de la contrainte et de la déformation,

d représente le déphasage de la contrainte par rapport ala déformation.

Déformation

Composante de la
A" contrainte en déphasage
avec la déformmation

f Composante de la
TN *,  contrainte en phase

aves la deformation
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Figure 3.6 : Déphasage entre la contrainte et la déformation en écoulement sinusoidal

On introduit les nombres complexes en faisant correspondre aux grandeursréellest ety les
grandeurs complexest , " :

T = 1o expli (ot + 8)] Eq.3.20
joi_r Eq.321
G T

OU, G est e module de rigidité complexe ou module élastique complexe, J représente la

complai sance él astique complexe.

Ces grandeurs complexes (G et J) sont indépendantes du temps et leurs expressions
dépendent évidemment des propriétés du matériau. La connaissance d’ une seule de ces

fonctions est suffisante pour caractériser complétement le matériau.
T Peut s écrire également de la maniére suivante [68]:

T = 1sin(ot+ 8) =1y SNt COSS + Ty COSMESING

= G'(0)y Sinot+ G"(0)y Sin(ot + g) Eq.3.22
Avec: G'(0) = 0 coss Eq.3.23
Yo
G'(0) = 2sind Eq.3.24
Yo

G'(w) est la composante du module en phase avec la déformation, appelé module de

conservation, car il caractérise I'énergie emmagasinée dans I’échantillon sous forme
élastique,

G'(w) est la composante du module en quadrature de phase avec la déformation, appelé
module de perte, car il caractérise I'énergie dissipée dans |’échantillon sous forme

visqueuse.

On posealors:
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G"()
G'(w)

Tand = Eq.3.25

ou 5 estI’angle de perte.

Et on peut écrire également:
G =VG?2+G" Eq.3.26

D’un point de vue physique, le concept de viscoédlasticité linéaire sous-entend que
I’état du systéme observé n’évolue pas au cours de la déformation ; on suppose, en
particulier, que les effets d orientation des chaines macromoléculaires (dans le cas des
polyméres) sont négligeables et ne modifient pas les propriétés du milieu. Cela revient en
fait a dire qu' on observe le comportement moléculaire du matériau en ne modifiant pas
significativement la position des molécules par rapport a I’ équilibre. Les mesures doivent
donc impérativement étre effectuées dans ces conditions. La détermination du domaine
linéaire s effectue par I’ observation de I’évolution des modules G’ et G’ lors d une
augmentation de la déformation ; une diminution de ces paramétres indique la limite de
déformation acceptable. Ce domaine dépend de la fréquence et sa détermination devrait
donc étre menée a chaque fréquence de travail ; toutefois son étendue augmente lorsque la
fréquence diminue ; aussi, un domaine déterminé a haute fréguence est valable a plus basse
fréquence.

Un champ de contrainte ou de déformation, conduit en changeant I'amplitude du
signal d'entrée a une fréquence constante (figure 3.7), est employé pour déterminer les
limites du comportement viscoélastique linéaire en identifiant une valeur critique du
paramétre de champ [69]. Dans la région linéaire (figure 3.8), les propriétés rhéologiques
ne dépendent pas de la contrainte (ni de la déformation). Les modules de conservation et de
perte en fonction de la déformation sont tracés dans la figure 3.8.
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]
¥
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Fgure 3.7 : Amplitude sweep [63] Figure3.8: G' (y) et G" (y) [63]

Dans I'intervale viscoéastique linéaire aux basses déformations, chacune des

fonctionsG'(y) et G’ (y) enregistre un plateau de valeur constante.
% Uncaracteredegel, s G> G":

Ici, le comportement élastique domine le comportement visgueux. La structure montre
une certaine rigidité. Ce n'est pas une surprise pour les solides ou les pates. Cependant,
si des dispersions telles que les lotions pharmaceutiques ou les produits alimentaires,
qui ont une basse viscosité a des vitesses de cisaillement élevées, montrent un module
de conservation supérieur au module de perte dans le plateau linéaire, alors elles ont une

structure de gel, et donc une certaine forme de stabilité [70].
% Uncaractéreliquide, s G" >G':

Dans ce cas-ci, le comportement visgueux domine le comportement élastique.
L'échantillon montre le caractére d'un liquide dans le plateau linéaire. Méme les
matériaux fortement visqueux avec les chaines de molécules enchevétrées montrent ce
comportement. Ces matériaux ne sont pas stables. Parmi les fluides qui montrent un tel
comportement au repos, on cite par exemple les polymeres fondus et les solutions ou le

caoutchouc de silicone [70].

Aussi longtemps que la déformation demeure au-dessous de la valeur limite y,, G' et

G" demeurent constants, ¢ est-a-dire gque la structure de I'échantillon est stable dans ce
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domaine de déformation. Au-dessus de vy, les paliers de G' et G" enregistrent une chute, la

structure I'échantillon est irréversiblement modifiée ou méme complétement détruite [70].
A cet effet s goute les mécanismes de complexation pouvant impliquer les deux

charges des chainons latéraux du xanthane (portées par les deux dérivés du groupement

carboxylique : acide glucoronique et acide pyruvique) et les cations du sel.

3.1.8 Intérét de I’ é&ude rhéologique
L es mesures rhéologiques, a partir des quelles on établit 1a réponse mécanique d’ un

matériau soumis a une contrainte ou déformation, fournissent les parametres nécessaires a
la caractérisation des fluides. Elles permettent en particulier de différencier par exemple un
gel d'une solution concentrée de polymeres ou il n’existe pas de jonction entre les
mol écules.

Donc, I’ étude rhéologique devrait permettre de mieux comprendre les relations entre les
propriétés d’ un matériau et sa structure, et de faire face aux situations pratiques mettant en

oeuvre ce type de fluide [71].

.1.9 Domaines d’ application de la rhéologi
Le champs privilégié de la rhéologie est I’analyse des comportements qui ne sont
pas ceux des liquides Newtoniens ou des fluides élastiques linéaires et a ce titre, la plupart
des denrées alimentaires offrent un terrain expérimental de choix, cela expligue sans doute
gue I’un des pionniers de la rhéologie Scott Blair ait étudié il y a prés de 60 ans les
propriétés, particuliérement complexes des pétes de farine de blé.

Les techniques rhéologiques constituent maintenant un outil essentiel en science et

technologie alimentaire. Leurs applications sont donc trés nombreuses :

v' Connaissance des matiéres premiéres, produits semi-finis et notamment, I’ étude
des relations entre composition, structure chimique et propriétés rhéologiques.

v L’appréciation de la valeur industrielle d’ une matiere premiére ou des propriétés
fonctionnelles d’un constituant alimentaire, exemple: valeur boulangére d’'une
farine, pouvoir épaississant d’ un hypocycloide

v' L’analyse de mécanismes physico-chimiques conduit a des modifications des
propriétés rhéol ogiques comme celles que I on observe au cours de la coagulation
du lait ou du pétrissage des pétes de farine.

v’ L’évaluation instrumentale de la texture des aliments, dureté, friabilité,
consistance, adhésion.
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v" Dans le domaine biologique, |’ étude rhéologique des mélanges de tensioactifs et
de polyméres de charges opposées suscite de plus en plus d’intérét, surtout les
solutions de structures lamellaires, qui font I’ objet de plusieurs travaux sur I’ADN
ou I’on a montré que le polymeére confiné entre les bicouches des tensioactifs

favorise la formation d’ une structure bien organisée [71].

3.2 Caractérisation zétametrique
3.2.1 Généralités sur la zE&tamétrie

La mesure du potentiel zéta des particules présentes dans les dispersions,
suspensions, émulsions est de plus en plus évoquée tant en recherche industrielle ou
médicale qu'en contrble de production. De nombreux procédés impliquent une
connai ssance preécise des caractéristiques de charge électrique et de potentiel de surface des
interfaces. Quelques appareils de mesures ont été développés a cet effet, les plus récents
sont entiérement automatises et la plupart font appel a des techniques telles que la
vélocimétrie Doppler optique. En dépit des progreés réalisés, les systemes automatiques ne
remplacent pas encore totalement les procédés de microélectrophorese (observation
microscopique du déplacement électrophorétique) en veine liquide qui permettent de
différencier les particules dont on désire mesurer la charge dans des mélanges . Cette
possihilité demeure essentielle notamment lors de I'étude de particules en suspension dans
des milieux naturels. Les ressources de la microscopie (contraste de phase, fluorescence...)
associées a l'analyse d'images électrophorétiques permettent d'étendre les possibilités des
prototypes d'appareils en cours de développement [72].

La déermination du potentiel zéta permet d appréhender la contribution
électrostatique et éectrocinétique a la stabilisation des dispersions. La répulsion
électrostatique inter particulaire peut empécher |I'agrégation des particules dispersées et
s opposer a des phénomenes tels que la coagulation et la floculation. Les phénomenes
électrocinétiques ralentissent la vitesse de sédimentation des particules et sont responsables
de I’ effet électro -visqueux.

La composante électrostatique de |’ éectrisation interfaciale représentée par le
potentiel de surface ¥, ne peut pas étre mesurée directement. Il faut donc avoir recours a
une mesure indirecte par le biais des phénomeénes éectrocinétiques (éectrophorese) qui
rendent compte partiellement de la contribution électrostatique de la charge des interfaces.
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La mesure du potentiel zéta des particules dispersées s avere donc indispensable pour
définir le role de |’ électrisation intégrable dans le comportement des systémes dispersés
[72].

3.2.2 Double couche éectrique

A I'interface entre une surface chargée et une solution éectrolytique, il existe une couche
de solution, notée "double couche”, possédant des propriétés différentes de celles du

réservoir. Plusieurs modél es successifs ont été élaborés pour décrire cette double couche.

A. Maodéle de Gouy-Chapman
La théorie de la double couche électrique a été proposée initialement par Gouy et

Chapman en 1910 [34]. Elle repose sur I'existence, a proximité d’une surface chargée,
d une couche dite diffuse possédant des propriétés différentes de celles du réservoir et qui,
au-dela d' une certaine distance (longueur de Debye), récupere les propriétés du réservoir
électrolytique (potentiel nul, concentrations en ions identiques a celles du réservoir). Dans
cette couche diffuse, la distribution des contre-ions et des coions est déterminée a la fois
par les interactions électrostatiques avec la surface, et par les mécanismes de diffusion liés
al'agitation thermique, qui tendent arétablir I'équilibre avec le réservoir (Figure 3.9). Dans
ce modéle, les ions sont considérés comme ponctuels et le solvant comme un continuum
diélectrique, hypothéses non satisfaisantes surtout lorsgu'on se trouve a proximité de la
surface chargée. Il a donc été indispensable de définir un nouveau modele permettant de

rendre compte de lataille finie desions [34].

Distance depuis la surface

L=

HI.I:.ZI'.Z'.! Chare o

Potentiel électrostatigue

€

|II:
CODOHO O DO

(0 Distance depuis la *mrfacn:
Figure 3.9 : Modéle de Gouy-Chapman montrant I'interface entre une surface chargée de

potentiel g et une solution éectrolytique
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B. Modéle de Stern

Ce modele a été introduit en 1924 [34]. L'interface solide - solution se décompose

encore en deux parties (Figure 3.10). La premiéere partie est une couche dite compacte
(couche de Stern) d'épaisseur "d” matérialisant la distance minimum d'approche des ions,
hydratés ou non. Cette couche est donc exempte d'ions et peut étre identifiée comme un
condensateur de capacité Cs. La deuxieme partie de I'interface est constituée par la couche
diffuse, dont les caractéristiques sont les mémes que dans le modéle précédent. Le plan

seéparant la couche compacte de la couche diffuse est noté plan de Stern.
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Figure 3.10 : Modéle de Stern, montrant I'existence d'une distance d en deca de laquelle les
ions ne peuvent se loger.

C. Modéle triple couche

Dans ce modele, introduit en 1947 [34], la couche de Stern est elle-méme subdivisée en
deux parties (Hgure 3.11). La premiére est située entre la surface et le plan interne de
Helmholtz (PIH). C'est une couche ou seuls les ions présentant une interaction forte avec
la surface (ions spécifiquement adsorbés) peuvent se loger, en perdant partiellement ou
totalement leur sphére d'hydratation (complexes de sphére interne). Le centre de ces ions
est localisé au niveau du PIH, et cette couche peut étre définie comme un condensateur de
capacité C;. La deuxieme partie est comprise entre le PIH et le plan externe de Helmholtz
(PEH), confondu avec le plan de Stern. Elle prend en compte, comme la couche de Stern,
les ions hydratés retenus par les forces éectrostatiques. Du point de vue éectrique, cette

couche se comporte comme un deuxieéme condensateur de capacité C..
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Figure 3.11: Modél e triple couche. Le plan interne de Helmholtz est localisé ala distance
x; de lasurface aors que le plan externe de Helmholtz est localisé ala distance d.

Dans ces trois modéles, |'épaisseur de la couche diffuse apparait comme un paramétre
essentiel, permettant de caractériser la décroissance du potentiel. Cette épaisseur, appelée

longueur de Debye et notée k™, dépend de la force ionique de la solution. Elle diminue
lorsgue la force ionique augmente.

L'expression de lalongueur réciproque de Debye est la suivante :

Y pre’z]
1

ee kT

enm’ Eq.3.27

Ou p;” estlaconcentration del'ioni dansleréservoir et z , lachargedel'ioni.

Par ailleurs, dans chacun de ces modéles, le plan de la surface accueille lui-méme
les ions déterminant le potentiel, comme H* et OH en général, ou des ions participant ala
structure du minéral. Pour chacun des ions déterminant le potentiel, peut étre définie une
loi d'action de masse décrivant son association avec un site de surface. La charge de
surface est alors calculée en tenant compte de ces équilibres d'association, et dépend par
conséquent a la fois des constantes d'équilibre, des concentrations en ions déterminant le

potentiel dans la solution, et du nombre total de sites de surface.

3.2.3 Potentiel zéta

Lorsqu'on applique un champ éectrique dans une suspension contenant des particules

chargées, les particules acquiérent une certaine mobilité dépendant de leur charge et de leur
cortege ionique. Il existe alors au sein de la double couche un plan délimitant deux
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comportements d'ions différents. Lesions présentant une affinité spécifique pour la surface
accompagnent la particule dans son mouvement, alors que les ions ayant une attirance plus
faible se séparent progressivement de la surface. Ce plan, appelé plan de cisaillement, est
défini a partir de considérations hydrodynamiques. Cependant, il est possible de le relier a
la description chimique de la double couche. En effet, il est généralement tres proche du
plan délimitant la couche compacte de la couche diffuse, dit plan externe de Helmholtz. Le
potentiel au plan de cisaillement est couramment noté potentiel zéta ou . 1l dépend
principalement de deux paramétres : le potentiel au plan interne de Helmholtz, qui peut
étre du signe opposé au potentiel de surface dans le cas d'une adsorption spécifique, et la
force ionique de la solution, comprimant plus ou moins la double couche éectrique. Le

potentiel zéta est accessible expérimentalement par des mesures électrocinétiques [34].

3.2.4 Principe des mesures él ectrocinétiques

Le principe de mesure repose sur la mobilité électrophorétique des particules
chargées en suspension dans un réservoir éectrolytique. L'application d'un champ
électrique entraine les particules chargées vers |'électrode de charge opposée. Cest le
phénomeéne d'éectrophorese. Simultanément a I'électrophorese intervient le phénomene
d'électroosmose. Lesparois de la cellule étant chargées, il en résulte, sous I'effet du champ
électrique appliqué, un déplacement du fluide dans son ensemble, selon un profil
parabolique.

La mobilité u des particules se définit comme le rapport entre la vitesse v de ces
particules et le champ électrique E appliqué : u = v/E. La mobilité électrophorétique
permet d'accéder alavaleur du potentiel zéta, selon larelation de Henry :

Zee [

u= 31] #fiKa) Eq.3.28

ol m est la viscosité du liquide, egyest la constante diélectrique du liquide, k™ est la
longueur de Debye et a, e rayon de la particule.

Le facteur f(xa) dépend de la forme de la particule. Dans le cas d'une particule
sphérique, et s ka est tres supérieur a 1 (double couche mince devant la taille des

particules), larelation se ssimplifie selon I'équation de Smoluchowski ou f(ka) = 3/2

g

eg,
N

u=

Eq.3.29
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Cette relation simple permet, a partir des mobilités éectrophorétiques, d'accéder au

potentiel zéta lorsque le champ éectrique appliqué est connu [73].

3.2.5 Lesinformations fournies par ce type de mesures [73]

Comme il a été dit précédemment, le potentiel zéta dépend du potentiel au plan
interne de Helmholtz, lui-méme révélateur du comportement des ions interagissant avec la
surface. Il existe trois types de comportements possibles pour ces ions, représentés sur la
figure3.12

¢ |onsdéterminant le potentiel

Ce sont des ions constitutifs de la structure du solide, qui fixent la charge de surface

de celui-ci. Dans le cas des oxydes, ce sont lesions H" et OH". Le potentiel de surface,

calculé apartir de la charge de surface, tient donc compte de la fixation de cesions.

e lonsindifférents
Ce sont des ions n'ayant qu'une interaction purement électrostatique avec la surface.
Tous les ions de méme signe et de méme valence ont le méme comportement vis-avis de
la surface.
e |ons spécifiquement adsorbés
Ce sont des ions possédant une affinité pour la surface, de nature chimique et non
électrostatique. Ils peuvent donc Sadsorber sur une surface non chargée ou de signe

opposé. Cette interaction dépend alors de la nature de I'ion adsorbé

Le potentiel zéta est généralement déterminé en fonction de la concentration en ions
déterminant le potentiel. La concentration pour laguelle le potentiel zéta sannule est
appel ée point de charge nulle, dans le cas ou aucun autre ion n'est présent dans la solution.

C'est également le point ou le potentiel de surface sannule. La charge de surface du solide
est alors globalement neutralisée.

Les ions indifférents ont la propriété de ne pas modifier le point de charge nul du
solide. Leur seule influence sur le potentiel zéta est d'abaisser sa valeur absolue, par
compression de la double couche, lorsque leur concentration en solution augmente (Figure
3.12). Plus la concentration est élevée, plus I'épaisseur de la couche diffuse est petite et
plus la décroissance du potentiel est rapide, conduisant a des valeurs de potentiel zéta plus
faibles. En revanche, les ions spécifiquement adsorbés déplacent la valeur de la
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concentration en ions déterminant le potentiel pour laguelle le potentiel zéta sannule.

Cette concentration est alors appelée point isoélectrique [73].

Augmentation de la Point de charge nulle
force ionique

s l ‘ \
» pH Zf{ » PH
/ (1on déterminant) /7[;:11 determinant)

a) Absence de sel b) Electrolyte indifférent ¢) Adsorption spécifique

Point de charge nulle e
: Point 1soelectrique

w

pH

(100 determinant)

Figure 3.12 : Evolution du potentiel zéta en fonction
de lateneur en ions déterminant le potentiel.

Le seul effet desions indifférents est d'abaisser la valeur absolue du potentiel zéta. En ce
qui concerne les ions specifiquement adsorbés, leur effet est de modifier 1a valeur du point

isoélectrique par rapport au point de charge nulle. Cependant, le schéma représenté sur
cette figure est simplifié, car il est évident que l'augmentation de la force ionique va

également induire une diminution de la valeur absolue du potentiel zéta

3.2.6 Applications
Lamesure du potentiel zéta concerne de trés nombreuses applications notamment [72]

- En médecine, biologie, pharmacie
« Mesure des charges €l ectriques membranaires, microrhéologie.

e Etude des mécanismes électrocinétiques et électrostatiques de fixation des

médicaments.

« Influence de la charge électrique sur les dispersions biologiques (sang).

« Etude de I'influence de la charge sur |a biocompatibilité.

- En formulation et contréle de la stabilité des dispersions en phase liquide
o Emulsions, suspensions, surfactifs, détergents.

« Médicaments, produits cosmétiques, peintures.



- En mise au point et contrdle de process industriels
« Coagulation, décantation, filtration, cataphorése, séchage.
« Electrocinétique, détergence.

e Enrobage (bitumes...), traitements des eaux et des

biotechnologies.

« Industrie papetiere, agro-alimentaire.
- En chimie

« Polymérisation en phase émulsion.

« Electrisation photochimique.

- En géologie

70

effluents,

« Influence des phénomeénes électrocinétiques sur la nature et le mouvement des sols.
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CHAPITRE 4
PARTIE EXPERIMENTALE

4.1 Introduction

De prime abord, on s’intéresse aux propriétés physico-chimiques des solutions a
base de xanthane et de caséinate de sodium, séparément, et voir 1’effet que peuvent générer
deux types de sel, a savoir, KCI et CaCl, sur les caractéristiques a 1’échelle
macroscopique, notamment rhéologique et zétametrique et déduire par la méme I’état
conformationnel de ces deux biopolyméres. Cette étape sera suivie de [’étude
expérimentale du mélange polysaccharide - protéine dans la solution avec et sans le sel, en
déterminant les propriétés rhéologiques et physico-chimiques ainsi que le comportement de
phase du systéme, en fonction de la variation de la concentration simultanée des deux

biopolymeres et de la force ionique.

4.2 Matériels et méthodes

4.2.1 Produits utilisés

Le caséinate de Sodium est une protéine anionique équilibrée, qui se présente sous forme
de poudre blanche soluble dans I’eau a pH neutre. Elle a des propriétés émulsifiantes et de
liaison. Elle est fournie par ARMOR Protéines, France. Le tableau 4.1 représente la fiche

technique du caséinate utilisée.
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Tableau 4.1 Caractéristiques physico-chimiques du cas€inate

e Caractéristique physique
Aspect Poudre
Couleur Créme
Got Typique
pH 6.5-7.0
e Composition chimique
Protéines 88% min 96% sur sec.
Humidité 6% max.
Cendre+ Matiére grasse 6% max.
Lactose 0.2% max.
Sodium 1.3%
e Analyse microbiologiques
Flore aérobie mésophile 30 000/g max. 5 000g/ max.
Flore aérobie thermophile 5 000 g max.
Coliformes absence/ 0.1 g
Levures+moisissures 100 g max.
Staphylococcus Aureus absence/ 0.1 g
Salmonelles absence/ 25 g

La gomme xanthane est un bio polysaccharide anionique naturel. Elle est produite par
Xanthomonas campestris et est composée de différents monosaccharides, de mannose, de
glucose, et d'acides glucuronique. La distribution du poids moléculaire varie de 2x10° a
20x10° Da. Cette distribution dépend de l'association entre les chaines, formant des
agrégats de plusieurs chaines différentes. Les variations des conditions de fermentation
utilisées dans la production sont des facteurs qui peuvent influencer le poids moléculaire
du xanthane. Elle est soluble dans I'eau mais pas dans les solvants organiques. Les
enzymes qui dégradent généralement d'autres polymeres naturels, tels que la cellulose,
n'affectent pas le xanthane, ceci a été attribué a la structure uniforme du polymére. Elle est

fournie par la société RHODIA.

L’azidure de Sodium (N3Na) est utilis¢é a 0.01%, comme agent de conservation, pour

protéger les solutions des contaminations microbiennes.

Les solutions ont été préparées en faisant dissoudre les quantités appropriées des deux
especes polymériques dans 1’eau distillée, en présence de 0.01% d’azidure de sodium. La
dissolution des constituants est assurée a l’aide d’agitateurs magnétiques, pendant 20

heures, a température ambiante.
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4.2.2 Méthodes d’analyses

4.2.2.1 Analyse rhéologique

L’étude rhéologique des solutions de polymeére a été traitée expérimentalement
selon deux types d’expérience : une analyse de la viscoélasticité des solutions en régime
linéaire et une analyse sous écoulement en dehors du régime linéaire. Le rhéométre utilisé,
a cet effet, est de type Couette (PAAR Physica RHEOLAB MCR 300) qui est relié¢ a un
thermostat et est piloté par un micro-ordinateur utilisant le logiciel US 200, pour
I’acquisition et le traitement des données expérimentales

Les solutions a base de protéine et de polysaccharide sont généralement
viscoélastiques : elles ont un comportement intermédiaire entre le solide ¢€lastique et le
liquide visqueux. Sous cisaillement, elles stockent une partie de I’énergie sous forme
¢lastique, caractérisé par le module de conservation élastique G’, et en, dissipent une partie
sous forme visqueuse, caractérisé par le module de perte G’’. Lorsque le cisaillement
s’arréte, seule la contribution é€lastique de 1’énergie est restituée de sorte qu’une partie des
déformations de la configuration macromolécule persiste en solution.

Aussi, le test de la viscoélasticité des solutions en régime linéaire renseigne sur
I’état structural de 1’échantillon en évaluant notamment sa rigidité et le caractére de la
solution.

Pour ce qui est des expériences sous écoulement, hors régime linéaire, les
déformations sont trop fortes pour que le systéme puisse conserver sa structure
microscopique initiale. Le cisaillement provoque des phénoménes de rupture des liens
physiques dont les cinétiques gouvernent 1’évolution de la structure globale du systéme.

Ce test est nécessaire pour faire ressortir des informations concernant la viscosité et sa

variation au cisaillement.

4.2.2.2 Test de zetamétrie

Ce test est bas¢ sur la mesure du potentiel {, déterminé suite au mouvement
¢lectrophorétique des particules chargées, sous 1’action d’un champ ¢lectrique E. Cette
analyse est réalisée a 1’aide d’un zétamétre de marque « ZETASIZER 2000 » de
MALVERN, piloté par microordinateur. A noter que les échantillons n’ont pas nécessité
une dilution pour les rendre limpides et la mesure s’effectue trois fois, pour obtenir

finalement, une valeur moyenne.
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4.3 Résultats et discussions

4.3.1 Etude des solutions a base de xanthane en absence de sel

Le domaine de variation de la concentration du xanthane est de [0.1% a 0.5%]. Dans ce
domaine les solutions sont considérées semi-diluées, et les interactions intramoléculaires
sont dominantes et gouvernent largement la variation des propriétés macroscopiques

rhéologiques et électrocinétiques.

A. Test de viscoélasticité en rampe de déformation

Pour ce type de test, on maintient une fréquence constante W= 1HZ et on fait varier le
pourcentage de déformation y de 1 % & 10 ™ % en rampe logarithmique. On préléve ainsi

des valeurs du module de conservation G et des valeurs du module de perte G ainsi que le

« facteur Damping » ou tangente de I’angle de perte qui esttano = G/B , enfin des valeurs

du module de rigidité G*. On représente un graphe type de cette analyse, associé a la

concentration du xanthane qui est égale a 0.3 % (figure 4.1).

10 ——G' [Pa]
—=—G" [Pa]
A G*[Pa]

A TS

0,01 0,1 10 100

Y1 Y2 Y3

Figure 4.1 : Courbe de viscoélasticité du xanthane 0.3%

Dans tous le domaine balayé la courbe de viscoélasticit¢ du xanthane G> G~ ce qui
confere a notre solution la caractére « Gel ».
- Dans le domaine de déformation compris entre 0.01 % et y; G et G sont constants

ce qui correspond au domaine de viscoélasticité linéaire.
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- Entre y; et 15, le module de perte G reste constante mais G accuse une perte, dans

ce cas, on remarque que la rigidité par son module G~ diminue et tans = G /G

augmente.
On peut dire que le matériau devient relativement plus dissipatif avec une rigidité plus
faible.
- Entre y, et y3, les deux modules G et G diminuent avec 7y, toute fois tand augmente
dans ce domaine, ce qui montre que le matériau tend a devenir plus dissipatif.

- Audeladeys, G se stabilise et G diminue toujours, ceci se traduit alors par une
diminution de tg J, et donc le matériau, dans ce domaine a tendance a devenir moins
dissipatif. A noter que la rigidité est stable dans ce domaine aussi dans tous les cas de
figure le module de rigidité évolue de la méme maniére que G .

Par ailleurs on représente sur la figure 4.2, I’ensemble des courbes de Gy en fonction de la

déformation et cela a diverses concentrations de xanthane.

GO' (Pa)

0 T T T 1
0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

xanthane (%)

Figure 4.2 : Evolution de Gy "a différentes concentrations du xanthane

A la lumiere de cette figure il apparait que le module de conservation et par la méme la
rigidité est d’autant importante que la concentration soit élevée. Ceci est plausible du fait
que 1’augmentation des macromolécules du xanthane fait que le réseau polymérique

devient plus renforcé par enchevétrement de ses macromolécules.

B. Test d’écoulement
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Lors de ce test on étudie la variation de la viscosité en fonction de la variation de la

vitesse de déformation ; pour cela on fait varier le 7 de 0.001 4 1000 s™

On trace la courbe de n en fonction de y a diverses concentrations de xanthane figure

4.3

1000 —&— Xanthane = 0,5%
—=&— Xanthane = 0,4%
100
A Xanthane =0,3%
a 10 Xanthane =0,2%
gci —¥— Xanthane =0,1%
\3 1 4
‘D
o
2 0,1
>
0,01
0,001 : : : : : ‘
0,001 0,01 0,1 1 10 100 1000
Vitesse de cisaillement (1/s)

Figure 4.3 : courbe d'écoulement a différentes concentrations de xanthane

Au regard de I’allure de ces différentes courbes on remarque que :

- aux tres faibles cisaillements, la viscosité est quasiment constante a I’exception de celle
associé a 0.5% en xanthane, ceci correspond a la 1 région Newtonienne, auquel cas les
macromolécules du xanthane sont soumises partiellement aux interactions d’attractions
notamment de Van Der Waals et d’hydrogene et répulsives de cisaillement. La résultante
de ces interactions est nulle et donc ces macromolécules sont dans un état d’équilibre
dynamique ou la cinétique d’agrégation et de désagrégation est nulle la viscosité dans ce
cas est constante (systéme agrégé au dela de 0.07% massique) [74].

Dans le domaine de cisaillement moyen, la viscosité¢ apparente diminue en fonction de y

ce qui laisse supposer les forces de répulsion de cisaillement deviennent importantes si
bien que les macromolécules se dispersent et s’alignent partiellement suivant le sens de
I’écoulement affaiblissant par la méme leur résistance a cet écoulement. Dans ce cas le

fluide est rheofluidifiant.
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- Aux treés forts cisaillements, les macromolécules sont complétement dispersées et
orientées suivant I’écoulement et leur résistance devienne constante et par la méme la
viscosité, ce domaine est associé & la 2™ région Newtonienne.

Il apparait par ailleurs que la viscosité augmente avec 1’ajout de xanthane, ce qui est

normal quant a la fonction hydrocolloidale du xanthane.

C. Analyse zétamétrique

Les échantillons étant quasiment transparents, donc ne nécessitent pas une dilution

préalable. Les résultats sont présentés dans la figure 4.4

,E\ -100
I 80 -
N

5 60
5§ -40 -
5]

= .20

0.1 xanthane(%) 1

Figure 4.4 : Potentiel € a différentes concentrations du xanthane

Au vu de cette figure le potentiel { semble diminuer en fonction de 1’augmentation de la
concentration du polyelectrolyte ceci est dii probablement au déplacement devenant
difficile et lent des macro ions anioniques du xanthane vers la cathode et cela en dépit de
I’augmentation des charges, en conséquence la vitesse electrophorétique diminue et par la

méme la mobilité p et le potentiel C.

4.3.2 Etude des solutions a base de xanthane en présence de sel
Le domaine de KCI utilisé est de [ImM, 100mM] et celui de CaCl; est de [0.1mM jusqu’a
10mM]




78

A. Test de viscoélasticité

I1 apparait que pour des concentrations de 0.1% et 0.3% en xanthane en présence de
KCI que les deux modules de conservation et de perte dans le domaine lin€aire de
viscoélasticité ne subissent pas une modification notable par ajout de sel (Tableau 4.2), en
revanche pour une concentration de 0.5% en xanthane G enregistre une petite diminution
associée a une faible quantité en sel puis on enregistre un palier quelle que soit la quantité

de KClI ajouté figure 4.5

Tableau 4.2 : Valeurs de G’0 et de G”’0 des solutions a base de 0.1% et de 0.3 % de

xanthane, a diverses concentration de KCI.

xanthane 0.1 % xanthane 0.3%
Concentration en KCI (mM)
Go(Pa) x10 [ G o (Pa) |Go(Pa) |G o (Pa)

0 1.05 3.27 3.48 1.30

1 1.06 3.3 3.48 1.38
2.51 1.04 34 3.6 1.4

6.31 1.04 3.2 3.58 1.34
15.8 1.04 3.23 3.49 1.38
39.81 1.06 3.25 3.6 1.32
100 1.05 3.2 3.47 1.42

GO (Pa)

8,9 ‘ !
0 50 100

KCI (mM)

Figure 4.5 : Variation du module de conservation de la solution a 0.5 % de xanthane en
fonction de KCI
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Ce résultat parait contradictoire par rapport a celui trouvé par Emmanuel Rouy [7] ou il a
trouvé plutdt une légére augmentation de Gy aux faibles concentrations de KCI mais

associée a 1 % de xanthane (solution concentrée).

La différence entre les deux résultats parait probable du fait que pour 0.5% de xanthane la
solution est semi diluée, et les interactions inter macromoléculaires sont minimes. Par
contre les interactions attractives intra macromoléculaires, essentiellement entre chainons
latéraux et squelette principale prennent naissance en présence du sel ce qui réduit les
enchevétrement inter macromoléculaires et par la méme la fragilisation de la rigidité de la

structure.

Talukdar et AL [75] ont déja observé un seuil en quantité de sel a partir duquel G’
n’évolue plus.

- Par contre G ¢ enregistre un palier au vu de la figure 4.6.

2,8

2,6 7

G"0 (Pa)

2,4
2,2

2 T 1
0 50 100

KCl (mM)

Figure 4.6 : Variation du module de perte de la solution a 0.5 % de xanthane en fonction de
KCI

Pour le CaCl, on remarque une similitude au niveau de 1’évolution de G’ et G’ par
rapport au cas de KCI, c’est a dire qu’aux concentrations 0.1% et 0.3% en xanthane il n’y a
pas de changement avant et aprés ajout de sel (voir appendice B). Ce n’est qu’a la
concentration associée a 0.5% en xanthane qu’il y’a eu une légére diminution de CacCl,,

(Voir figure 4.7)



9,6 ;
9,4
E 9,2
= 9
o
O 838 -
8,6 -
+ ﬂ
8,4 T T T T 1
0 2 4 6 8 10
CaCl2 (%)

Figure 4.7 : Variation du module de conservation de la solution a 0.5 % de

xanthane en fonction de la variation de la concentration de CaCl,
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Cette diminution de G’0, aux faibles concentrations de CaCl,, serait due soit a 1’écrantage

. ++ . . . r
des contres ions Ca~ des sites anioniques du xanthane ou carrément

. . ’ . . ++
complexation intra-macromoléculaires des cations Ca’" .

B. test d’écoulement :

a une

On détermine les courbes d’écoulement des solutions de xanthane 0.1%, 0.3% et 0.5% a

diverses concentrations de KCI les résultats sont représentés sous forme de graphique

donnant la viscosité apparente en fonction de la vitesse de cisaillement (Figure 4.8 —a-b-c).

& KCl = ImM

® KCl=2,51 mM
AKCl=631 mM
x KCl = 15,85mM

100

10

p - KCl=39,81 mM

$ 1

< e KCl=100 mM

= +KCl=0 mM

Z0,1 m

[8)

2

.01

0,001 : : : : : ‘
0001 001 01 1 10 100 1000

Vitesse de Cisaillement (1/s)

¢ KC=0mM
—8— kcl=1mM
—A—kel=2,51mM
X kel=6,31mM
= kcl=15,85mM
¢ kel=39,81mM
kel=100mM

viscosité (Pa.s)

o
e

0,01+
0,001

100

0,(_)1 0.1 . . 1 10
vitesse de cissaillement (1/s)

a: 0.1% de xanthane

b : 0.3% de xanthane
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& Kcl=0mM
1000
0O Kcl=ImM
100 A Kcl=2,51mM
= X Kcl=6,31 mM
< = Kcl=
g 10 Kcl=15,85 mM
] ® Kcl=39,81 mM
< + Kel=100 mM
O
2
>
0,1
0,01 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0,001 0,01 0,1 1 10 100 1000
vitesse de cisaillement(1/s)

¢ : 0.5% de xanthane
Figure 4.8-a-b-c : Courbes d’écoulements des solutions de xanthane en fonction de la

variation de la concentration de KCI.

Aussi on remarque que la 1°° région Newtonienne associé¢ au trés faibles cisaillement est
d’autant mise en évidence que la concentration en xanthane est faible, la méme remarque

peut étre faite pour la 2*° région Newtonienne.

A noter qu’au regard de ces trois figures I’effet de KCI sur la viscosité apparente

n’apparait pas et donc il est judicieux de faire un zoom particulierement dans le domaine
de trés faible et trés fort cisaillement associé a y = 10° s' et y= 10 ° s’
respectivement.

De prime abord, on remarque que 1’ajout de sel fait abaisser la viscosité des solutions du

xanthane (Figure 4.9-a)

dy/dt = 0,001 1/s 01 Oy/dt=10001/s
1000
A A
A A . a A A A
- 100 —-&-—xth=0,1% o - B — e — = -m
< - —-m-—-xth=0,3% a 001 i —m . —e
a " A xth=05% =
< 1 o —-&--xth=0,1%
. - — .= —-—-a
.. —-m--xth=0,3%
e . A xth=05%
L 0,001 - : : : : ‘
. 2o 40 o 80 100 0 20 40 60 80 100
KCI (mM) KCI (mM)
Figure 4.9-a : Courbe d’écoulement des Figure 4.9-b : Courbe d’écoulement des

solutions de xanthane a dy/dt faible . solutions de xanthane a dy/dt fort.
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-En effet en milieu salin les charges anioniques du motif du xanthane (groupement
pyruvate et glucoronique) sont écrantées ou éventuellement adsorbées, ce qui contribue a
réduire le volume hydrodynamique des macromolécules (contraction de la
macromolécule), les interactions répulsives intra-macromoléculaires diminuent au dépend
des inter macromoléculaires attractives. Les chalnons latéraux se replient et s’alignent le
long du squelette principal en provoquant I’abaissement de la viscosité

En outre la variation de KCI génére une variation non monotone de la viscosité apparente
puis elle atteint une valeur constante.

Pour ce qui est de la stabilité de la viscosité au dela d’une certaine concentration de KCI,
Talukdar et Al ont déja observé un seuil en quantité de sel a partir duquel la viscosité
n’évolue plus [75].

L’explication la plus plausible, quant a la stabilit¢ de la viscosité, est que les sites
anioniques sont complétement contractés si bien que le rajout de sel ne modifie plus la
viscosité.

Pour ce qui est de la figure 4.9-b associé & y= 10 * s la viscosité est visiblement

constante et cela dans tous les cas de figure (avec ou sans sel).

Ceci est vraisemblable, car les interactions de cisaillement sont si importantes que les
chainons latéraux et le squelette principal s’alignent et s’orientent suivant le sens de
I’écoulement, le volume hydrodynamique des macromolécules est le plus faible.

De la méme maniere, on détermine expérimentalement les courbes d’écoulement des
solutions de xanthane 0.1%, 0.3 % et 0.5% a diverses concentrations de CaCl2 (voir
appendice C), puis de ces figures, on fait ressortir les valeurs de viscosité apparentes
associées aux tres faible et tres fort cisaillements, qu’on représente sur les figures 4-10 a et
b. Il apparait ainsi a la lumiére de ces courbes que la présence de CaCl, dans les solutions
du xanthane abaisse la viscosité, ceci laisse supposer que les cations C a™ ne forment pas
de pont intermacromoleculaire, mais peuvent développer des interactions attractives intra

macromoléculaires, vue que la viscosité a diminué.
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Figure 4.10-a : Courbe d’écoulement des
solutions de xanthane a dy/dt faible .

Figure 4.10-b : Courbe d’écoulement des
solutions de xanthane a dy/dt fort.

Quant 4 la figure 4-10- b associé a y = 10> s la viscosité est visiblement constante et

cela dans tous les cas de figure (avec ou sans sel). Ceci est vraisemblable, car les
interactions de cisaillement sont si importantes que les chainons latéraux et le squelette
principal se déploient, s’alignent et s’orientent complétement suivant le sens de
I’écoulement.

Dans le cas de CaCl,, on retrouve pratiquement le méme effet que KCI, quant a la
variation de la viscosité apparente dans les deux domaines extrémes, a savoir pour des

cisaillements tres faibles et trés forts.

C. Test de zétametrie

Une étude électrocinétique des solutions polymériques a diverses concentrations de KClI et

de CaCl,, figures 4.11-a et 4.11-b, montre que { chute en fonction de 1’augmentation de la

force ionique.
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Figure 4.11 : Variation du potentiel zéta en fonction de la force ionique : a : KCI, b :
CaC|2.

Cette chute est due soit a la compression de la double couche électrique, si les ions de KCI

et de CaCl, se comportent comme des ions indifférents, en écrantant les sites anioniques.

L’autre possibilité envisageable, est que les contres ions K" et Ca™" s’adsorbent sur les

sites anioniques du xanthane. On peut avoir également la combinaison des deux

mécanismes proposés, du fait que la viscosité a tres faible cisaillement a diminué.

. g . N y e s . . + ++ ,
Aussi, est-il important de connaitre, avec précision, si les cations K™ et Ca’ " s’écrantent ou

s’adsorbent sur les sites anioniques des macromolécules du xanthane. Ce faisant, on

effectue une analyse du potentiel zéta en fonction de la variation du pH et de la force

ionique des deux sels figures 4.12-a et b. Le but recherché de cette étude est la

détermination du potentiel isoélectrique, pI, (pH = pl associé au potentiel z&éta nul).

0.3% Xanthane +KCl

—e— 0 mMKCI
—8— 1 mMKCl
2,51 mMKCI
6,31 mMKCI
—%— 15,85 mM KCl
—e— 39,81 mMKCI
—+— 100 mMKCI

£ (mV)

—e—0,1mM CaCl2
Xanthane 0.3% +CaCl2 = 0.25mMCac2
—A— 0,63 mM CaCl2
5. —%— 1,58mM CaCl2
—%— 3,98mM CaCl2
12 1 N —e— 10mM CaCl2
e

Figure 4.12 : Variation de ¢ en fonction de la variation du pH a diverses [c¢] de KCI (a) et
de CaCl; (b).




85

A la lumiere de ces graphes, on observe qu’effectivement le pl se déplace pour des

concentrations €levées en sel. Aussi, est-il probable que ce déplacement dépend également

de la concentration mise en jeu du xanthane. On se propose alors, de représenter sur les

deux graphes, figures 4.13-a et b la variation du pl en fonction des variations simultanées

des concentrations du sel et du xanthane. On remarque que le pl enregistre un palier pour

des concentrations inférieures a 15,85 pour KCl et 1,58 pour CaCl,. Dans ce domaine le pl

ne subit aucun déplacement, malgré la variation de la concentration du xanthane. Au-dela

de ces deux concentrations seuils, pl augmente, ce qui laisse supposer que les cations se

sont adsorbés. Il faut noter, par ailleurs 1’augmentation particuliére du pl, lorsque le

xanthane est a sa concentration maximale.

24 —-4--0,1% Xanthane A
Lo —=-03wxanhare | [ 4 /7
— - A~ 0,5% Xanthane
18 e

et
a7 ; -
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2,5 1 - - &—- 0,1% Xanthane
2.3 |- -m-- 0,3% Xanthane b
91 | =4 --05% Xanthane ¢
,
al9- s

1,74 .;',A’ S
A
1,5* ..*'A'\\ :’,"‘
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01 1

Figures 4.13-a et b : Variation du pl en fonction de la variation de la concentration du sel et

du xanthane.

4.3.3. Etude des solutions a base de caseinate de sodium en absence de sel

Le domaine de variation de concentration Cn-Na est (0.5% - 6%).

A. test de viscoélasticité en rampe de déformation :

On fixe la fréquence a 1 Hz et on fait varier y de 1% a 10 000% on représente dans la

figure 4.14 I’évolution de G’ et de G’” en fonction de y pour la solution 3% de Cn-Na.
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Figure 4.14 : Courbe de viscoélasticité de caséinate de sodium.

Aussi, il est clair que le domaine non linéaire de viscoélasticité n’apparait pas, vue que G’
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et G’ sont constants dans tous le domaine de y. On se propose alors de regrouper les

valeurs de G’o G’ dans le tableau 4-3.

Tableau 4.3 : Valeurs des modules de conservation et de perte dans le domaine

linéaire des solutions de caséinate de sodium.

Concentration en
0.5 1 2 3 4 5
Cn-Na (%)
G’y (Pa) 1 1 1.06 0.99 1.03 1.05
G’y (Pa) *10 1.3 1.2 1 1 1.1 1.2

Visiblement ces deux paramétres viscoélastiques paraissent insensibles a la concentration

du Cn-Na, ceci laisse supposer que les solutions a base de Cn-Na ne sont pas concentrées

dans ’intervalle d’étude.

B. Test d’écoulement :

La vitesse de déformation de cisaillement varie de 7 =0.001 4 1000 s™.

On trace les courbes de n en fonction de y a diverses concentrations de Cn-Na, Figure

4.15.
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Figure 4.15 : Courbe d'écoulement a différentes concentrations de caséinate.

On remarque la présence de la 19 et la 2°™ région Newtonienne associées aux trés faibles

et treés forts y ainsi qu’un comportement intermédiaire rhéofluidifiant.

Ce type de comportement laisse sous-entendre que les particules du Cn-Na se présentent
sous forme d’agrégats. En effet les solutions de Cn-Na sont des systémes poly dispersées
susceptibles de se désagréger en écoulement

Des travaux récents sur des solutions aqueuses de Cn-Na [26] en utilisant les techniques de
diffusion dynamique de lumiere (Dynamic light scattering) ont montré la ccexistence de
sub-micelles avec un rayon hydrodynamique de 8.8 nm et un assemblage de supra
molécules de 74. 4 nm.

Par ailleurs les courbes de viscosit¢é ne sont pas affectées par la variation de la

concentration de Cn-Na, vu que toutes les courbes sont quasiment confondues

C. test de zétametrie :

La courbe du potentiel £ en fonction de la variation de la concentration en Cn-Na figure
4.16 montre que le potentiel C est insensible a la concentration en Cn-Na lorsque cette
dernicre est inférieur a 3%, au dela de 3% le potentiel £ diminue. Cette chute du potentiel
€ est vraisemblablement liée, en dépit du caracteére poly électrolytique de la protéine, a

I’accroissement du ratio: (nombre d’assemblage de sub-micelles)/(nombre de sub-
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micelles) en fonction de I’augmentation de Cn-Na. En effet dans ce cas, la mobilité
¢lectrophorétique, u = v/E est plus petite et par la méme le potentiel zéta est plus faible

selon la relation ’HENRY.

2ee
1= xf(xa)
3n
u est la mobilité ¢€lectrophorétique, n est la viscosité du milieu suspendant, eg, est la
constante diélectrique du liquide, a est le rayon de la particule considérée, k est I’inverse

de la distance de la double couche diffuse et f(kxa) est une fonction de forme.

& (mv)

0,5 2,5 4,5 6,5
CN-Na (%)

Figure 4.16 : Potentiel C a différentes concentrations du caséinate.

Egalement cette diminution est justifiée au niveau de la fonction de forme f (kxa) de
I’équation d’Henry qui fait chuter le potentiel zéta, lorsque le rayon de la particule a
devient important. En effet: si ka > 1, le rayon de la particule, a, est assez grand (gros
agrégats ~ 100 nm),. En conséquence le potentiel z&ta aura comme expression : relation de

Smoluchowski : & = 774 )
EXE,

En revanche, si ka < 1, a est trés petit (sub-micelles ~10 nm) alors f(ka) = 1 et le potentiel

. 3( nxu |, . .
z€ta, aura comme expression: & = —( d] j ¢quation de Hiickel),
EXE,

Visiblement, selon ces deux relations, I’augmentation de la taille des particules (passage
d’une sub-micelle a une micelle), fait diminuer le potentiel zéta jusqu’a 1,5 de sa valeur.
Dans notre cas d’étude, lorsque la concentration de Cn-Na passe de 0,5 % a 6 %, le

potentiel chute d’un facteur de 1,7.
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4.3.4 Etude des solutions a base de caséinate en présence de KCl et de CaCl,

A. Test de viscoélasticité :

On regroupe les valeurs de G’y en fonction de KCI a diverses concentrations de Cn-Na

dans le tableau 4.4.

Tableau 4.4 : Valeurs des modules de conservation et de perte dans le domaine linéaire des

solution de caséinate de sodium a diverses concentrations de KCI.

Go’ (pa) Go’ (pa)
Concentration en KCl (mM) | 0.5%Cn-Na | 1%Cn-Na | 3%Cn-Na | 6% Cn-Na
0 1 1 0.80 0.85
1 0.88 0.84 0.85 0.80
2.51 0.808 0.78 0.85 0.85
6.31 0.8 0.87 0.85 0.87
15.8 0.93 0.81 0.83 0.85
39.81 0.80 0.81 0.84 0.81
100 0.82 0.90 0.85 0.81

Visiblement G’0 ne semble pas varier, ni en fonction de la concentration de la protéine ni
en fonction de KCI. Ceci laisse supposer que KCl n’a pas d’effet notable sur la rhéologie
de la solution. Aussi on ne peut, dans ce cas, faire ressortir aucune information sur le
comportement des ions du sel, K™ et CI, vis-a-vis des sites anioniques phosphosérines du
Cn-Na. Aussi peut on déduire que les ions du sel K* et CI” se comportent comme des ions
indifférents.

Dans le cas de Ca Cl les résultats obtenus sont similaires a ceux de KCI. voir tableau 4.5.
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Tableau 4.5 : Valeurs des modules de conservation et de perte dans le domaine linéaire des

solution de caséinate de sodium a diverses concentrations de CaCl,.

Concentration en Go’ (pa) Go’ (pa)
CaCl; (mM) 0.5%Cn-Na | 1%Cn-Na | 3%Cn-Na | 6% Cn-Na

0 1 1 0.80 0.85
0.1 0.82 0.80 0.81 0.81
0.25 0.80 0.83 0.80 0.81
0.63 0.83 0.83 0.84 0.83
1.58 0.83 0.82 0.82 0.81
3.98 0.82 0.84 0.83 0.80

10 0.83 0.85 0.82 0.81

B. Test d’écoulement :

Les courbes de viscosité associ€es aux quatre concentrations du Cn-Na 0.5%, 1%, 3%, 6%

paraissent insensibles au KCI et CaCl; ce qui confirme les résultats obtenus lors du test de

viscoélasticité. (Voir appendice D et E).

C. Test de zétametrie :

On représente sur le graphique ci-dessous, la variation du potentiel { en fonction de 1’ajout

de KCI a diverses concentrations de caseinate de Na, figure 4.17.

o

@- - - CN-Na(0,5%)

B- - - CN-Na(1%)
---A--- CN-Na(3%)

B- - - CN-Na(6%)

_50 _
..
é : "
-40
i~ Ba.
g 1
T,_)‘ -30 i;
- ~
& A
2 20 A
o ] =] g
-10
0

10

20

30

KCl (%)

Figure 4.17 : Variation du potentiel zéta en fonction de la variation de KCI des solutions

de caséinate de sodium.
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A premiére vue, I’influence de KCI sur le potentiel £ semble étre conditionnée par la
concentration de Cn-Na. En effet, pour la concentration 0.5% et 1% en Cn-Na 1’ajout de
ImM de KCI fait croitre le potentiel £. Ceci peut étre due a 1’absence d’interactions
électrostatiques attractives entre le K et les anions du Cn-Na, vue que le systéme est dilué
en protéine donc les ions du sel ne se comportent pas comme des ions indifférents pour
former la double couche. Dans cette situation le sel est considéré comme un électrolyte qui
contribue a I’augmentation du potentiel C.

Au dela de 1mM, la force ionique dans le systéme devient importante si bien qu’il y’aurai
interactions é€lectrostatiques et par la méme compression de la double couche, et dans ce
cas le potentiel { diminue. En revanche pour des concentrations de 3% le systéme est
considéré relativement concentré en poly-électrolyte si bien que I’addition de KCI
comprime systématiquement la double couche électrique, sans pour autant s’adsorber sur
les sites phosphoserine du Cn-Na. A noter que pour 6% le potentiel { enregistre les valeurs
les plus faibles et le KCI ne parait pas ’affecter. Ceci peut étre due a la forte concentration
du poly-électrolyte qui manifeste une compression importante de la double couche
électrique. Dans cette situation le KCI se retrouve dans la partie réservoir du systéme

De la méme maniére on représente 1’effet de CaCl; sur le potentiel £ dans la figure 4.18

- & -~ CN-Na(0,5%)
-40 - . - - -B--- CN-Na(1%)
a5 e ---A- - - CN-Na(3%)
E |8 ---B--- CN-Na(6%)
S -30 & 8 S
L \
= 251A. 8 ¢
2 Al a
= -20 10 e T
RS 2
S 15
-10
0 1 2 3 4
CaCl2(%)

Figure 4.18 : Variation du potentiel zéta en fonction de la variation de CaCl; des solutions

de caséinate de sodium.
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Il semble que les deux sels (KCI, CaCl,) ont le méme effet sur le potentiel C. Aussi, a la
lumiére de ces résultats, on est amené a effectuer une étude plus détaillée sur le
comportement ¢lectrocinétique de la protéine, en vue de voir comment se comportent les
cations K' et Ca'™, vis-a-vis des sites anioniques, par rapport a l’effet écran ou
I’adsorption. Pour ce faire, on prépare des solutions a 0.5, 2, 3, 4 et 6 % sans le sel et en sa
présence, KCl = 100mM et CaCl, = 10 mM. Cependant, pour mesurer un potentiel zéta
d’une solution, il faut que le produit soit limpide. Ceci n’a pas été le cas pour les solutions
de Cn-Na ayant une concentration supérieure a 2%, qui sont opaques. La deuxiéme
difficulté rencontrée est la précipitation du Cn-Na dans la solution autour du pl, qui fait
que la solution n’est plus colloidale et la mesure du potentiel zéta devient impossible. En
effet, les valeurs enregistrées sont trés fluctuantes et erronées. Donc on limite notre étude
aux solutions allant jusqu’a 2% en Cn-Na. Ainsi, on représente sur les figures 4.19 a et b,
la variation du potentiel z&ta en fonction de la variation du pH, associées respectivement a

0.5 % et 2 % de Cn-Na.

CN-Na 0.5% ——0,5%+0mM CN-Na 2% —o— 2%+0mM
30 —=— 0,5%+KCl 100mM 30 —8— 2%+KCl 100mM
—A—0,5%+CaCl2 10mM 20 —A— 2%+CaCl210 mM
. 20 10 pH
> 10 pH Z 0 | | |
w0 3102 4 6 8
-10 4 8 -20 1
-20 -30 |
-30 - -40 -
-40 - a 50 b

Figure 4.19 : Variation du potentiel zéta en fonction du pH, en absence et en présence du

sel.

Il apparait que le pH correspondant a £ = 0, et donc le pl, est quasiment le méme et est égal
au pl de la protéine sans le sel. En revanche, il est intéressant de voir que 1’ajout du sel,
particuliérement dans le cas ou la concentration en Cn-Na est de 0.5 %, a réduit les valeurs
du potentiel zéta sans déplacer le pl. La réduction de C est due a I’écrantage des sites
anioniques de la protéine, c'est-a-dire, les cations K" et Ca*" se rapprochent des anions, par
interaction électrostatique et vont se localiser, approximativement a co6t¢ du plan externe

d’HELMOTZ, ou sur le plan de cisaillement de la particule chargée. Aussi, 1’épaisseur de
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la double couche ¢lectrique subit, en conséquence, une compression et par la méme la
valeur du potentiel zéta (€ diminue avec la diminution de la double couche). En
conclusion, les cations K et Ca'", ne s’adsorbent pas sur les sites phosphosérines de la

protéine lorsque la concentration de cette dernicre est en dega de 2%.

4.3.5 Etude des solutions de mélange xanthane-caséinate de Na

Les solutions du mélange ont été préparées en combinant les concentrations 0.1%, 0.3% et
0.5 % de xanthane avec 2%, 4% et 6% de caseinate de sodium. Ces mélanges sont étudiées
respectivement : Sans le sel, dans le domaine de I’écrantage associé a 6.31 mM de KCl et a
0.63 mM de CaCl; puis dans le domaine d’adsorption avec KCI = 39.98 mM et CaCl, =
3.98 mM.

A. Analyse qualitative des courbes de viscoélasticité

Dans les figures 4.20, 4.21, 4.22 sont représentés les courbes de viscoélasticité
associées aux mélanges dépourvu de sel, en présence de 6.31% mM de KCI et 0.63% de
CaCl; respectivement. La concentration du xanthane choisie est 0.5%, pour les autres
concentrations en xanthane 0.1% et 0.3% (voir appendice F). Aussi il apparait a la lumiére
de ces trois figures que G peut étre sensible a la variation de la concentration de caseinate
dans le domaine de viscoélasticité linéaire particulierement pour la concentration en
caseinate égale a 6%.

En revanche au dela d’une déformation de 10% associée au domaine non linéaire auquel
cas la déformation est plastique (écoulement), toutes les courbes se confondent, traduisant

une déstructuration de la structure du mélange par effet de répulsion de cisaillement.

100 - ¢ xanthane=0,5% 100 - & 0,5%Xth
0 xanthane=0,5%+2%Cn-Na O 0,5%Xth+2%Cn-Na
A xanthane=0,5%+4%Cn-Na A 0,5%Xth+4%Cn-Na
= xanthane0,5%+6%Cn-Na 10 & - 0,5%Xth+6%Cn-Na

G' (Pa)
1
G' (Pa)

En présence de 6.31mM KCI

01 ‘ ‘ ‘ ‘ 01 | ‘ | ‘
0,01 01 1 10 100 001 0l 1 10 100
' Ty (%9 v @
Figure 4.20 : courbe de viscoélasticité Figure 4.21: courbe de viscoélasticité

du mélange sans sel. du mélange avec KCI.
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100 - & 0,5%Xth

0 0,5%Xth+2%Cn-Na
A 0,5%Xth+4%Cn-Na
= 0,5%Xth+6%Cn-Na

10 s dussbbsnman,

-—_ %,

11 s T —

G' (Pa)
1
I
)3

En présence de 0.63mM CaCl2

0,1 ; : | )
0,01 0,1 1 10 100
y (%9

Figure 4.22: courbe de viscoélasticité
du mélange avec CaCl,.
Ainsi on se propose quant a la suite de cette étude de tracer Gy en fonction de la variation
des deux bio polymeres en présence et en absence des deux électrolytes. Dans la figure
4.23 est représenté Go en fonction de concentration en caseinate avec le xanthane égale a

0.1%.

2 _
—_
© --‘.'.g-'.'.'_'.-=-.
a LR - R L L
(@] ‘\\\‘
0} ---¢--- sans le sel [AS
-m--- KCl=6,31 mM
-A--- CaCl2 =0,63 mM
- - -= - - sans xanthane et sans sel
0 T T 1
0 2 Cn-Na % 4 6

Figure 4.23 : variation de GO’ en fonction de la concentration en caseinate avec le

xanthane égale a 0.1%.

On remarque que Gy est pratiquement constant et sa valeur est proche de celle de la
solution de caseinate sans le xanthane. Ceci permet de déduire que ce systéme est
considéré diluée si bien que ni les électrolytes ni le 0.1% de xanthane n’ont modifié la
structure dans le domaine de déformation viscoélastique linéaire.

Dans les figures 4.24-a-b sont représentés Gy en fonction de concentration en caseinate
avec le xanthane égale a 0.3% et 0.5% respectivement a la lumicre de ces figures on

constate que dans le domaine de caseinate inférieur a 4% Gy est insensible aux deux sels et
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au caseinate ceci est prévisible du fait que lors de I’étude du comportement viscoélastique
des deux biopolyméres séparés, il a été constaté que Gy est quasiment insensible au sels.
En revanche au dela de 4% de caseinate, le module de conservation Gy accuse une perte
drastique accompagnée d’une séparation de phase du mélange. Cependant cette perte parait

ne pas dépendre de la présence du sel, vu les valeurs enregistrées de Go pour 6% de

caseinate.
5 11 R
-l 10 : . é
4 - P ﬁ' N Y T E ".'.'A"
: N o
~_— ‘\\‘ .\‘ m
g 37 -a- . A a 8 -b- )
5 2 . 27 S e
O ---&--- sans le sel o 6 ---¢--- sans le sel N,
1/ --® - KCI=6,31mM ‘\‘ ---m--- KCl=6,31mM X
---A--- CaCl2 =0,63 mM 54 ---A-- CaCl2=0,63 mM é
0 ! ! . 4 4 ! ! :
0 2 Cn-Na %4 6 0 2Cn-Na %4 6

Figure 4.24.a, b : variation de Go’ en fonction de la concentration en

caseinate avec le xanthane égale a 0.3% et 0.5% respectivement.

Ceci peut étre raisonnable, particulierement pour CaCl, dont la quantité mise en jeu dans
les solutions colloidales est suffisante pour écranter les macromolécules du xanthane, par
interactions électrostatiques mais insuffisante pour s’adsorber sur les sites anioniques et
former éventuellement des ponts calciques inter macromoléculaire, qui permettent de

renforcer la structure polymérique et réduire par la méme la séparation de phase.

B. Analyse qualitative des courbes d’écoulements

Dans les figures 4.25 a-b-c sont représentés les courbes d’écoulements associées aux
mélanges dépourvu de sel, en présence de 6.31 mM de KCI et 0.63mM de CaCl,

respectivement avec le xanthane=0.1%
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10 # xanthane =0,1% 1000 en présence de 6.31mM KCI
[ O xanthane =0,1%+2%Cn-Na
i A xanthane=0,1%+4%Cn-Na 100 *0,1%Xth
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T o1 _ﬁ-gcau z | TetetesiTy, = 0,1%Xth+6%Cn-Na
5 ! "] a N Eﬂa
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0,001 ‘ ‘ ! 0,001 ‘ ‘ ‘ ‘ : ‘
0,001 0.1 10 1000 0001 001 01 1 10 100 1000
vitesse de cisaillement(1/s) vitesse de cisaillement (1/s)
- -b-
10 & 0,1%Xth
&‘ﬁ% 0 0,1%Xth+2%Cn-Nag
1| o2 A 0,1%Xth+4%Cn-N4
P - 0,1%Xth+6%Cn-Na
? e
g o1- P e
= O—Q%Q
g @
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0,001 . . )
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_C_
Figure 4.25 a-b-c: courbes d’écoulements associées aux mélanges sans sel, avec 6.31 mM
9

de KCl et 0.63mM de CaCl; respectivement avec le xanthane=0.1%

En analysant la courbe de variation de la viscosité apparente, a trés faible cisaillement,
pour le xanthane=0.1%, Figure 4.26, on retrouve le méme résultat trouvé en viscoélasticité
ce qui permet de déduire que ce systeme peut étre considéré dilué, si bien que ni les
¢lectrolytes ni le 0.1% de xanthane ne peuvent modifier la viscosité dans le domaine de

I’écoulement non linéaire.
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10 -

\\\\\
----------

e ---¢--- sans le sel

--m--- KCl=6,31 mM

--A--- CaCl2=0,63mM

- -=- - - sans xanthane et sans sel
1 ‘ ‘ |

0 2 Cn-Na % 4 6

n (Pa.s)
I

Figure 4.26 : Variation de la viscosité apparente en fonction du Cn-Na, et du sel,

xanthane=0.1%.

Les courbes d’écoulements associées a des concentrations de xanthane de 0.3 % et 0.5%
sont données dans (appendice G)

Une analyse de la variation de la viscosité apparente a trés faible cisaillement, des
solutions du mélange, a 0.3% et 0.5% de xanthane et a diverses concentrations de Cn-Na,
en absence et en présence des deux sels, avec effet écran sur le xanthane, a donné
pratiquement les mémes résultats que ceux obtenus a partir du test de viscoélasticité

(Figure 4.27.a-b).

60 500 ---4---sans le sel
______ e e m KOl =
50 e . m--- KCI=6,31mM
M 400 ---A--- CaCl2 =0,63 MM
—~ 40 —_
@ g & . » 300 o
a 30 A 9?/ n \\\\\ .
<20 - “— 1= 200 \"\N
---&---sans lesel N e
10 ---m--- KCOI=6,31 mM o 100
<-A--- CaCl2=0,63mM r “~~.u18
0 : : ‘ 0 : : B
0 2 Cn-Na % 4 6 0 2 Cn-Na % 4 6
a : xanthane=0.3% b :xanthane=0.5%

Figure 4.27 : Variation de la viscosité apparente du mélange en fonction du Cn-Na, a 0.3%
de xanthane (a) et 0.5% de xanthane (b)

A la lumiére de ces figures on constate que dans le domaine de caseinate inférieur a 4% la
viscosité est insensible aux deux sels et au caseinate. En revanche au dela de 4% de
caseinate, la viscosité accuse une perte drastique accompagnée d’une séparation de phase
du mélange. Cependant cette perte parait ne pas dépendre de la présence du sel, vu les

valeurs enregistrées de 1 pour 6% de caseinate.
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Par ailleurs, en additionnant au mélange a base de 0.3 % de xanthane, les quantités de
39.81 mM de KCI et 3.98 mM de CaCl,, pour se mettre dans le cas de 1’adsorption du

xanthane par les cations K* et Ca™, les résultats ont donné les figures 4. 28. a-b

- o 100 ¢ 0,3%Xth
1000 ¢ 0,3%Xth gy 0 0,3%Xth+2%Cn-Na
100 | B 0,3%Xth+2%Cn-Na 10 | A 0,3%Xth+4%Cn-Na
@ A 0,3%Xth+4%Cn-Na = 0,3%Xth+6%Cn-Na
g 10a = 0,3%Xth+6%Cn-Na| |& 1 |
2 4. g
2 2 01-
§ 0,1 - 3
20,01 .
0,01 . > en présence de3.98 mM CaCl2
' en présence de 39.81mM KClI
0,001 ‘ ‘ ‘
0,001 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0,001 0,1 10 1000
0,001 0,01 01 1 10 100 1000
vitesse de cisaillement (1/s) vitesse de cisaillement (1/s)
-a- -b-

Figure 4.28 a-b : courbes d’écoulements avec 39.81 mM de KCl et 3.98 mM de CaCl,

respectivement avec le xanthane=0.3%.

Une analyse de la variation de la viscosité apparente a trés faible cisaillement, des
solutions du mélange, a 0.3% de xanthane et a diverses concentrations de Cn-Na, en
absence et en présence des deux sels, dans le cas de 1’adsorption du xanthane par les
cations K" et Ca™", a montré d’une part, la variation de la viscosité apparente du mélange
avec CacCly, a trés faible cisaillement, ne chute pas aux concentrations élevées du Cn-Na,
contrairement au KCI, et d’autre part, la solution n’enregistre pas de séparation de phase.

Figure 4.29.
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Figure 4.29 : Variation de la viscosité apparente du mélange dans le domaine d’adsorption
en fonction du Ch-Na, a 0.3% de xanthane

Aussi, il est clair, que le sel bivalent a permis de maintenir le mélange des deux
biopolymeéres en stabilité, en complexant les macromolécules du xanthane. Il y aurait ainsi,
formation de mailles de macromolécules du polysaccharide qui piegent les micelles de la

protéine.

Enfin, on a préparé cinq échantillons a base de 0.5% de xanthane et 6% de caséinate ,le
premier mélange dépourvu de sel , on a additionné 6.31% mM de KCI et 0.63%mM de
CaCl; et 39.81 mM de KClI et 3.98 mM de CaCl,, respectivement aux quatre mélanges
restant , on a remarqué que les quatre premier échantillons ont enregistré une séparation de
phase seul le mélange associé a 0.5% de xanthane ,6% de caséinate et 3.98 mM de CaCl,
est resté stable et cela pendant une période de trois mois, ceci confirme le phénomeéne de

complexation du xanthane par les cations Ca*™".
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Conclusion

L'ctude des systemes disperseés, & base de protéine el de polysaccharide, sur le plan
physicochimique, reste une tache difficile pour le chercheur, Ln effet, cette difficadté est
inhérenle & la mise en évidence des interactions inter-biopolméres (floculation par
deéplétion, mcompatibilité thermodynamique, interaction €lectrostatique,... } et intra-
biopolymére (formation de sub-micclles, de micelles, réscau polymérique... ) qui
conditionnent le sort du systéme en matiére de stabilité et de facon pénérale de som
comportement de phase.

Les mises au point de produits 4 partir de ces deux mnprédients, notamment alimemaires ef
parapharmaceuligues, nécessitent la présence de mindraux qui ont un tole majeur sur le
plan nutritionnel, diététique et condition physique, .pmticuliércmeni des sportifs de haut
niveau. Toutefois ces minéraux sont susceptibles de porter des modifications notables sur
Vétat de conformation des macromolécules et par conséquence sur la stabilité du systeme.
Aussi, nous sommes-nous inidresscs aux effets gue peuvent générer la présence de doux
types de sel, en Poccurrence, KCI et CaCl, par leur force ionique et par leur valence sur le
melange xanthane/caséinate de sodium dans un milieu AqUEUX.

Ce faisant et en premier lieu, il a &é question d’analyser le comporternent théologique et
¢lectrocinétique de soltions 4 base seulement de xanthanc avec et sans sel. 11 g été montre,

a I'sssue de cetie phase d éude que ¢

- Les solutions de xanthane sont amonigues et sont considérées comme des acls, du fait
que leur module de conscrvation est supérieur au module de perte.

- La présence du sel dans les solitions semi-diluées (xanthane < 0.5 %) réduit Iz volume
hydrodynamique des macromolécules du xanthane, par effet écran ou par adsorption,

les chainons latéraux se replient sur le squelette principal et la viscosité diminue.
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— Le potentiel isoélectrique du xanthane et constant et ne dépend pas de fa quantité du sel
rajoutée dans la solution, lorsque KCI = 15,85 mM et CaCl = 1.58 mM. Lians ce cas,
tes Cations K™ et Ca'™" sont susceptibles décranter Tes macromolécules du xanthane pyar
mieraction lectrostatique ot réduisent par la mime les inwiaciions répulsives de la
double couche électrique infra macromoléculaire,

= Le potentiel isoélectrique du xanthane augmente avec 1addition du sel dans le miliey
aqueux, st les concentrations de KCL = 39.98 mM et CaCl, 3.98 mM. Dans cetie
situation, les cations K et Ca'' s’adsorbent sur les sites aniomiques du xanthane ot
tcduisent par la méme la charge noite et les interactions clectrostatiques  intra

macromoléculaire,

Dans la deuxidme partic. nous nous sommes inidressés aux solulions de caséinate de
sodium en absence et présence des deux clectrolytes. Aussi, les points les plus perunents
qui ressortent de cefie ¢iape de travail sont -
Les solutions aniomques de Cn-Na sont également considérées comme des gels, Glo =
G™"0 et présentent un comportement rhéologique en écoulement i frois régions (17°
région newtonicnne, comportement intermédiaire rhéofluidifiant of 79 région
newlonienne.
Le potentie! & du Cn-Na, av-deld de 3%, diminue par accroissement du ratio | pombas
d'assemblage de micelles f nombre de sub-micelles.
L'agjout du sel (KCL: 0 4 100 mM et CaCla- 0 a 10 mM} dans les solutions ne
deépassant pas 2 % de Cn-Na, fait diminuer le potentiel zéta, par compression de la
double couche électrigue ct ne fait pas déplacer le potentiel 1soélectrique de la protéine.
Dans cette situation les cations K et Ca™ ont un effet écran sur les sites anioniques

phophosérines du Cn-Na sans pour autant 5”adsorber,

Enfin dans la troisieéme phasc de notre étude, nous avons procede a I'étude du mélange
xanthanc/protéine dans un milicu aqueux en absence et en présence des deux électrolvies.

Il a ét€ constaté a Pissue de cette élude que -

Les melanges dans lesquels la concentration du xanthane est faible, 1%. ont un
comportement rhéologique et électrocindtique similaire 4 celui du Cn-WNa sans le

wanthane Thans cette situation. les macromoiéoles do xanthane n“ont ancune influence
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sur le systéme, tant sur le plan interaction négative de séeprégation que sur le plan

synergetique,

En revanche, lorsque le xanthane dépasse €.3%, les méluanges & base de 6% de Cn-Na

accusent une perie drastious de leur module de conservation. {Fo et de leur viscosie

apparenie dans le domaine de tes faible cisaillement. Ces mélanges sont instables ct

enregisirent une séparation de phase, 1"une niche ¢n polysacchande et lautre en protéine,

par incompatiliig thermodynamigque.

L’addition de KCl ou de CaCly aux mélanges instables, dans le domaine de 1"écrantage

des macromolécules du xanthane, n'a pas eu un effet posiif sur Uincompatibilité

ségregative des dewx bopolyméres.

Lgalement, Ie rajout de KCl aux mélanges instables, dans fe domaine d’adsorption du

xanthane, n’a pas cu d'eflet notable sur instabilite.

En revanche, Uutthisaton de CaCly dans le domaime d adsorption, des mélanpes instables,

a perinis de complexer les macromolécules du xanthane de facon a pidger les micelles de

Cn-Na, pour obtenir une émulsion de type cauo dans cau, Tes mélanges sont devenus

stables et aprés trois mois d observation, aucune séparation de phase n’a été enregistrée.
Ce travail est lom d'émre tepminé, vue que les phénoménes obscrvés ont &té étudié a
I"echelle macroscopique et il est irés important de les valider par une étude fine structurale
a Pechelle microscopique, par des méthodes telle que: la diffusion de la lumicre, la

micruscopie a balayage électronigue & a force atomigue el auires,
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LISTE DES SYMBOLES ET ABREVIATIONS

Potentiel de Surface.
Caséinate de sodium.
Module élastique.
Module de conservation.
Module de conservation au repos.
Module de perte.
Module de perte au repos.
Module de rigidité.
chlorure de potassium.
chlorure de calcium.
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Complaisance élastique complexe.
Potentiel hydrogéne.
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LES COURBES VISCOELASTIQUES DE XANTHANE
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Figurel: xanthane 0.1%+0.1mM CaCl,

Figure 2 : xanthane 0.1%+0.25mM CacCl,
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Figure 3 : xanthane 0.1%+0.63mM CacCl,

Figure 4 : xanthane 0.1%+1.58mM CacCl,
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Figure 5 : xanthane 0.1%+3.98mM CacCl,

Figure 6 : xanthane 0.1%+10mM CacCl,
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LES COURBES D’ECOULEMENT DES SOLUTIONS DE XANTHANE 0.1%,
0.3% ET 0.5% A DIVERSES CONCENTRATIONS DE CaCl,
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LES COURBES D’ECOULEMENT DES SOLUTIONS DE CASEINATE 0.5%, 1 %,
3% ET 6% A DIVERSES CONCENTRATIONS DE CaCl, et KCI
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APPENDICE F
COURBES VISCOELASTIQUES ASSOCIEES AUX MELANGES DEPOURVU DE
SEL, EN PRESENCE DE 6.31% Mm DE Kcl ET 0.63% DE CaCl,
RESPECTIVEMENT, XANTHANE=0.1% ET 0.3%
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APPENDICE G
LES COURBES D’ECOULEMENT DES MELANGES ASSOCIEES A DES
CONCENTRATIONS DE XANTHANE 0.3 % et 0.5%
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