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RESUME

L’objectif de ce travail est de démontrer que lésgnce de glucomannane de konjac (KGM)
dans une matrice d’amidon de pomme de terre pediaetroitre sa stabilité physique sans
inhiber I'encapsulation moléculaire de composésaiiee par 'amylose. Pour cette étude, les
deux polyosides choisis sont issus de tuberculgdaitées abondantes dans la nature.

L’amidon est connu pour interagir avec des compaeséatils, soit en les piégeant dans la
zone amorphe, soit en formant des complexes diimciu Ce phénoméne est appelé
encapsulation moléculaire. Cependant, les mataoggdacées a forte teneur en eau présentent
une synérese pouvant étre néfaste sur la stabbilifgiégeage des composeés d’arbme dans le
temps. Le KGM possede une capacité a former daes@u extrémement visqueuses. L’ajout
de KGM a faible concentration (0,2 %) a une susipansi’amidon (5 %) perturbe la
gélatinisation de I'amidon, accélere la rétrogramhatie 'amylose et ralentit la rétrogradation
de I'amylopectine. Lors d'un vieillissement accéléia présence de KGM assure la stabilité

de la suspension d’amidon.

Dans une matrice amidon — KGM, I'encapsulation rooli@re du carvacrol par I'amylose a
été mise en évidence. Les complexes formés sontyple V6IIl. Leur formation est
dépendante des conditions expérimentales. L'ufiisadu propyléne glycol favorise la
formation de complexes amylose - carvacrol. LorgndVieillissement accéléré, le KGM
assure la stabilité du piégeage du carvacrol.

La matrice amidon de pomme de terre — KGM avecjoatalu carvacrol en fin de process
présente la stabilité physique du gel et la stébilu piégeage du carvacrol les plus optimales.

Mots-clés : amidon de pomme de terre, glucomannd@ekonjac, composés volatils,
carvacrol, complexe, piégeage, stabilité, propylgigeol.



ABSTRACT

The objective of this study is to demonstrate thatpresence of konjac glucomannan (KGM)
in a potato starch matrix enhances its physicabilgta without inhibiting the molecular
encapsulation of aroma compounds by amylose. Fat furpose, the two selected
polysaccharides are from plant tubers, abundanaiuare.

Starch is known to interact with volatile compoumdker by trapping in amorphous phase or
by forming inclusion complexes. This phenomenoncaled molecular encapsulation.
However, at high water content, these starchy sesgrexhibit syneresis that can be harmful
to the stability of the aroma compounds trappingravme. KGM has the ability to form
highly viscous solutions. Our results show that #delition of KGM at low concentration
(0.2 %) in starch dispersion (5 %) disrupts theatisation of starch, accelerates the
retrogradation of amylose and delays the one ofl@pegtin. During accelerate aging, the
presence of KGM ensures stability of starch suspass

In starch — KGM matrix, the molecular encapsulatmincarvacrol by amylose has been
demonstrated. The complexes of caravacrol — amylmse V6IIl type structure. Their
establishment is dependent on experimental comditibhe use of propylene glycol as carrier
solvent of carvacrol promotes the formation of cterps between amylose and carvacrol.
During accelerate aging, the presence of KGM essiine stability of carvacrol trapping.

The potato starch — KGM matrix with an additioncafvacrol at the end of the process shows
the best physical stability of the gel and the lsastacrol trapping.

Key words: potato starch, konjac glucomannan, uelatompound, carvacrol, complex,
trapping, stability, propylene glycol.
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Introduction

INTRODUCTION

L’encapsulation regroupe I'ensemble des technofogiermettant d’enrober une molécule
d’'intérét par un ou des matériaux d'encapsulationde piéger la molécule d’intérét a
l'intérieur du ou des matériaux d’encapsulatiorohljéectif de I'encapsulation est de préserver
la stabilité de la molécule d’intérét au cours dé&rentes étapes de fabrication et lors du
stockage (Madene, 2006; Saravacos, Taoukis €ll). En effet, par son encapsulation, la
molécule d’intérét est protégée contre les effedesirables du milieu environnant tels que la
lumiére et I'oxygene, son oxydation étant ainsiité®. Les interactions entre les molécules
d’intérét et les ingrédients de la matrice alimgatasont également minimisées. Enfin,
'encapsulation de molécules d'intérét permet deleci leur lieu d’action ou encore de
contrbler leur libération (Madene, 2006). De nombBes applications d’encapsulation
existent dans de nombreux secteurs tels que lestimes agroalimentaires, pharmaceutiques,
cosmetiques ou chimiques (Raphaelides, Dimitredi.e2015).

Depuis les années 1950, les deux techniques d’'suledion de composés volatils les plus
couramment utilisées industriellement sont l'at@tie et I'extrusion (Madene, 2006;
Saravacos, Taoukis et al., 2011; Belingheri, Ceirtal., 2012; Raphaelides, Dimitreli et al.,
2015). Ces techniques ont I'avantage de s’intégdmes les procédés industriels continus. Les
principaux matériaux encapsulants utilisés somjolame arabique, les maltodextrines et les
amidons modifiés (Gouin, 2004; Belingheri, Curtakt 2012). Cependant, les industriels sont
en permanence a la recherche de méthodes et taebnéternatives d’encapsulation afin
d’offrir constamment de nouveaux produits ciblésumptes besoins des clients, avec de
nouvelles fonctionnalités, et afin de se différenale concurrents (Belingheri, Curti et al.,
2012).

L'amidon natif présente une alternative tres irsgaiate. Il est abondant dans la nature, peu
cher a produire, disponible dans le commerce enntdés énormes et entiérement
biodégradable. En outre, la caractéristique la plysortante de I'amidon, le rendant idéal
pour les applications d'encapsulation, est I'angyltess composante linéaire de I'amidon, qui a
la propriété unique parmi les autres biopolymérésatedagir physiquement avec des
molécules d’intérét telles que les acides gras, desposés volatils pour former des
complexes d'inclusion. La complexation de molécuéstérét avec 'amylose peut étre
définie comme un principe d’encapsulation (Mad@@®86; Lesmes, Barchechath et al., 2008)
et est aussi appelé encapsulation moléculaire fAfeanki et al., 2005; Kong and Ziegler,
2014; Le Bail, Houinsou-Houssou et al., 2015).

En outre, il existe un autre biopolymére capablendapsulation moléculaire. Il s’agit des
cyclodextrines. Elles sont issues de I'hydrolysd’a®idon et contrairement a I'amidon natif,
sont considérées comme des additifs alimentairesir labsence de toxicité permet de
nombreuses applications dans les technologies rtiames. Cependant les principales limites
de leur utilisation restent le colt et la faibléubdité des cyclodextrines dans I'eau (Madene,
2006). Le colt des cyclodextrines n'a jamais pairatte un niveau inférieur a 6 $/kg
(Gouin, 2004). Leur efficacité d’encapsulation & &pportée entre 6 a 15 % (m / m). Selon
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Gouin (2004), sur la base de ces considératiosenible peu probable que les cyclodextrines
deviennent une technologie d’encapsulation comralertient viable dans un avenir proche.

Les complexes d’inclusion « molécules d’intérétmidon » ont été principalement étudiés a
'aide de procédés discontinus, ce qui a peu danpece industrielle. Pour résoudre cette
difficulté liée a l'application a I'échelle industte, quelques études ont été réalisées et ont
montré la faisabilité de deux procédés de prodoatantinus différents pour la formation en
continu de complexes d’inclusion « amidon — molédallintérét ». Le premier procédé repose
sur la formation de complexes d’inclusion dans ystesne a écoulement continu via une
homogénéisation sous pression d’'une solution damgt de molécules d’intérét (Lesmes,
Barchechath et al., 2008). Le deuxieme procédé seepsur la cuisson — extrusion
(Raphaelides, Dimitreli et al., 2015). Dans lesxdguocédés, les complexes d’inclusion
obtenus sont sous forme de poudre. Ces process psomtetteurs puisqu’ils offrent la
possibilité technologique d’étre intégrés danditgwes de fabrication existantes.

Une encapsulation efficace exige une bonne corarassphysicochimique des mécanismes
par lesquels les composés sont piégés. De plustakalité de matrices amylacées et leurs
propriétés physiques peuvent influencer la st&bilé I'encapsulation pendant les procédés de
fabrication et lors du stockage. En effet, il estrtu que les matrices amylacées a forte teneur
en eau, contrairement a celles a faible teneuraen grésentent une forte synérése ce qui
limite leur utilisation. En agroalimentaire, lesdngcolloides sont fréquemment utilisés avec
'amidon afin de modifier la texture des aliments.ont en effet la capacité de changer les
propriétés rhéologiques de la suspension d’amidonseulement en augmentant sa viscosité
mais aussi en ralentissant la rétrogradation daidlan et donc I'apparition de synérése. |l
semble donc indispensable de concevoir des systarxss amidon - hydrocolloides pour
stabiliser le systéme. Le glucomannane de konjaarelydrocolloide qui peut servir a cette
fin. Il posseéde une capacité a former des solutiergsémement visqueuses a faible
concentration. Les conséguences de I'ajout du ghacmane de konjac sur la formation des
complexes d’inclusion entre amidon et moléculestdiét sont encore mal connues. En effet,
la présence d’'un autre polymére dans une matriggaaée peut modifier voire empécher la
formation des complexes d’inclusion.

Dans ce contexte, I'objectif général de ce tradailthese est (i) de mieux comprendre la
structure de la matrice mixte amidon de pomme de & glucomannane de konjac afin de
concevoir une matrice hydratée stable dans le teehi§) de définir si cette matrice mixte
amidon de pomme de terre et glucomannane de kesjaapte a I'encapsulation moléculaire
de molécules d’intérét.

Ce manuscrit est organisé en quatre chapitres.

Le premier chapitre présente un état de I'art sardeux systémes polyosidiques de I'étude :
le glucomannane de konjac et 'amidon de pommeede,tindividuellement et en mélange.
Puis dans un second temps, I'état de l'art suirnegactions amidon — composés volatils est
abordé.

14



Introduction

Le deuxieme chapitre présente la problématique hiset les hypothéses posées et la
démarche mise en ceuvre pour y répondre.

Le troisieme chapitre décrit les méthodes misexaure dans cette these.

Le quatrieme chapitre présente les résultats obtatuest divisé en quatre parties. La

premiere partie présente la caractérisation dedaice amidon — glucomannane de konjac.

La deuxieme partie décrit la faisabilité de I'ermalption moléculaire de composés volatils

par la matrice amidon de pomme de terre — glucoarade konjac. La troisieme patrtie traite

de l'efficacité du piégeage de composés volatis.derniere partie montre les résultats de
I'étude de la stabilité du piégeage de composéddiarpar la matrice amidon - glucomannane
de konjac et de la stabilité physique de la matmiee amidon — glucomannane de konjac.

Les résultats obtenus pour les deuxieme et quatriganties de ce chapitre sont présentés
sous forme de publications.

Le document se termine par une conclusion génétadss perspectives qu’ouvre cette these.

Ce travail de these a fait I'objet des publicatisnszantes :

- articles dans des périodiques soumis a comitéatierée:

o Céline Lafarge, Nathalie Cayot, Chantal Hory, LiseBoncalves, Claire
Chassemont, Patricia Le Bail. 2014. Effect of korglucomannan addition on
aroma release in gels containing potato starchd Fesearch International,
volume 64, 412 — 4109.

o Céline Lafarge, Ludovic Journaux, Aline Bonnotteadnine Lherminier, John
Aldo Lee, Patricia Le Bail, Nathalie Cayot. Trappiaf carvacrol by konjac
glucomannan-potato starch gels: stability from rascopic to microscopic
scale, using image processing. Food Hydrocolloids) press,
http://dx.doi.org/10.1016/].foodhyd.2016.11.020.

o Céline Lafarge, Elias Bou-Maroun, Bruno Pontoiratrieia Le Bail, Nathalie
Cayot. Distribution and competition between cargh@nd propylene glycol
for inclusion complexes in aqueous suspensionsdbasepotato starch and
konjac glucomannan (soumise le 03/01/2017 au jodoad Hydrocolloids).

- communication par affiche
o Céline Lafarge, Nathalie Cayot, Patricia Le BaicBpsulation moléculaire du
carvacrol par des systémes polyosidiques : amidorpa@mme de terre et
glucomannane de konjac. 2015. Forum des jeunexhaas, Universités
Bourgogne et Franche-Comté, 18-19 juin 2015, Difrance.

15



Introduction

Cette thése a été conduite dans I'équipe PAPC €déscAlimentaires et PhysicoChimie) de
TUMR A 02.102 entre AgroSup Dijon et I'Universitéle Bourgogne. Un des axes
transversaux affichés pour cette unité concernecéipsulation de molécules actives. Cette
these a été réalisée en partenariat avec Il'unitd MBBiopolyméres — Interactions —

Assemblages) de I'INRA de Nantes. L'objectif deteaunité est d’améliorer la qualité des
produits alimentaires et non — alimentaires par orelleure connaissance et maitrise de
I'organisation des biopolymeres tout au long dehaine de production et de transformation.
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ETAT DE LART

1 Systemes polyosidiques étudiés

1.1.1 Origine - production

La farine de konjac est obtenue a partir du tuderdiAmorphophallus konjacplante de la
famille desAraceae Cette plante est retrouvée a I'état sauvage tetiddvée comme un
légume en Thailande, Chine, Viét - Nam, Corée podalepuis le ¢ siécle aprésC. Le
composé majoritaire des farines de konjac estueoghannane, le polysaccharide de réserve
du konjac. Les glucomannanes sont aussi présamsslessonéme type structural dans diverses
especes vegetales : bulbes d'orchidées, lys, grailaéoé vera (Dorthe, 2005).

La farine de konjac est obtenue en broyant plusnoins finement les tubercules. Ceux-ci
sont récoltés apres deux ou trois ans de dévelogmede la plante. Les tubercules sont
découpés, séchés, broyes et tamisés. La farinewbieontient entre 51 et 72 % en masse
seche de glucomannane de konjac (Fang and Wu, .26@4r obtenir une farine pure
contenant plus de 95 % de glucomannane de konjatasee séche, une étape de purification
par lavage hydroalcoolique est indispensable.

La production de farine de konjac représente 25t00fes par an avec la Chine et le Japon
comme premiers producteurs et consommateurs defde konjac (Planétoscope, 2016). La
Chine est devenue le premier producteur de konga@rdt le Japon, exportant plus de la
moitié de sa production. Le Japon conserve sa ptimude konjac pour sa consommation
domestique et s’est spécialisé dans la produqgpioms, limitée en volume, de farines de qualité
pharmaceutique pour I'export.

1.1.2 Vertus médicinales

Au cours du®™ siécle aprés JC, le konjac a été introduit au dapotant que médicament
précieux par une délégation religieuse envoyédepani de la Corée du Nord. Puis le konjac
a été progressivement porté a la connaissance ahd grublic par la classe dirigeante au
Japon : moines, autorités gouvernementales et saisqChua, Baldwin et al., 2010).

Les études pharmacologiques effectuées suglieomannane de konjamdiquent son
potentiel pour le traitement de plusieurs pathasgiourantes telles que I'obésité, le diabéte,
le cholestérol (tableau 1).
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Tableau 1: Rble du glucomannane de konjac dans leditement de diverses pathologies, cibles, fonctiofi§ester and
Al-Ghazzewi, 2013; Tester and Al-Ghazzewi, 2016).

Pathologies / cibles / fonctior Réle du glucomannane de konjac Dose de

glucomannane
Restreint I'absorption du cholestérol par 3 a 3,9 g/ jour
l'intestin dans le sang.
De par sa richesse en fibres non- 100 mg / kg
digestibles (résistantes a I'hydrolyse des poids
enzymes digestives du corps humain) et corporel / jour
Constipation sa capacité a absorber jusqu’a deux cen{gnaximum 5 g)
fois son poids en eau, le glucomannane
de konjac augmente le volume des selles
et promeut le transit intestinal.
Limite la diffusion du glucose dansle 3 a3,9g/jour
Diabéte sang via l'intestin. R6le de prévention et
de traitement des hyperglycémies.
Réprime les symptdmes de la rhinite 5% (m/m)
Systéme immunitaire allergigue en limitant la production des
immunoglobulines E et G.
Non calorique (3 g/ 100 g), pauvreen 1,5a3g/jour
vitamines et en graisses. Sa forte
capacité d’'absorption d’eau et sa haute
Obésité et pertes de poids viscosité, permettent au glucomannane
de konjac d’occuper I'espace dans
'estomac entrainant la sensation de
satiété.
Impact bénéfique sur la flore intestinale 5 % (m / m)
en stimulant la croissance de
Prébiotique Lactobacilluset deBifidobactérium.
Empéche les bactéries de se fixer dans la
vessie et les voies urinaires.

Cholestérol

1.1.3 Législation en Europe

Le glucomannane de konjac, exclusivement issu dep&ced’Amorphophallus
konjag est autorisé en Europe comme additif épaississarg le numéro E 425(ii) (Journal
officiel de I'Union européenne, 2012a). En tantagditif, la quantité maximale spécifique est
fixée & 10 g (seule ou mélange) / kg de denréeealiaire (Journal officiel de I'Union
européenne, 2011a).

Depuis 2002, suite a la mort par suffocation desiplurs enfants et personnes agées
dans I'Union européenne aprés avoir consommeé deupps de gelée en mini - barquettes,
l'incorporation du glucomannane de konjac n’ess@utorisée dans les produits de gelée en
mini - barquettes ni dans les confiseries gélifi&as 2015, l'interdiction a été étendue a la
production de denrées alimentaires déshydratéeslaloéhydratation s’effectue au moment
de l'ingestion (Journal officiel de I'Union euromée, 2015).
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Deux allégations santé ont été attribuées au glanaane de konjac (Journal officiel
de I'Union européenne, 2012b) :

- « Le glucomannane de konjac contribue au maintienedcholestérolémie normale.
L’allégation ne peut étre utilisée que pour uneréeralimentaire qui garantit une
consommation journaliere de 4 g de glucomannankodgc. L’allégation peut étre
utilisée si le consommateur est informé que l'effignéfique est obtenu par la
consommation journaliere de 4 g de glucomannane ».

- « Le glucomannane de konjac consommé dans le chdnerégime hypocalorique
contribue a la perte de poids. L’allégation ne p&ue utilisée que pour une denrée
alimentaire contenant 1g de glucomannane de kopgc portion quantifiée.
L’allégation peut étre utilisée si le consommatestrinformeé que I'effet bénéfique est
obtenu par la consommation journaliére de 3 g deaghannane de konjac en trois
doses de 1 g chacune, prises avec un a deux Beas, avant les repas et dans le
cadre d’'un régime hypocalorique ».

Avec un taux de fibres de 95 % sur la base de t&maseche, les denrées alimentaires a base
de glucomannane de konjac peuvent prétendre aggadibns nutritionnelles suivantes
(Journal officiel de I'Union européenne, 2011b) :

-« source de fibres » si I'aliment contient au mdrgsde fibres par 100 g
- «riche en fibres » si I'aliment contient au moéhg de fibres par 100 g

Le reglement de I'Union européenne (Journal offide I'Union européenne, 2012a) fixe les
spécifications relatives au glucomannane de kogdxteau 2).

Aspect Poudre fine de couleur blanche a légérement
brunatre, fluide et inodore

Perte a la dessiccation < 8 % (105°C pendant 3&bkgur

Teneur en amidon <1%

Teneur en protéines <1% (Nx5,7)

Le pourcentage d’'azote dans I'échantillon déterminé
par méthode de Kjeldahl multiplié par 5,7 donne le
pourcentage de protéines de I'échantillon

Viscosité solution a 1 % > 20 Pa.s

Matieres solubles dans I'éther <0,5%

Matieres solubles dans I'alcool a50 % <2 %

Sulfite (exprimé en S§) <4 mg/ kg

Chlorure < 0,02 %

Plomb <1 mg/kg

Cendres totales <2 % (800°C, 3 a 4 heures)
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1.1.4 Structure des constituants chimiques du glucomannane de konjac

Le glucomannane de konjac est composé d’'unités den@nnose et de D - glucose reliées
par des liaisons glycosidiques (1 - 4) (figure 1). Le rapport molaire mannoséucgse est

de 1,6 (Takigami, 2009). La distribution des résidjucose et mannose est aléatoire. Plus
précisément, elle est majoritairement alternée amectaible fréquence des résidus enchainés.
Dorthe (2005) a déterminé le nombre maximal dedussid’'un méme type enchainés : six
glucoses et neuf mannoses au maximum.

Des groupements acétyles sont également présestses 19 résidus de mannose en position
2, 3, ou 6 (Dorthe, 2005).

Il semblerait que la chaine principale soit rangifieutes les 50 ou 60 unités glucosyls environ
au moyen de résidus hexose liesfefl - 3) (Takigami, 2009). Cependant, la nature des
résidus, la longueur et la frequence de ramificetiont tres controversées. Selon Katsuraya,
Okuyama et al. (Katsuraya, Okuyama et al., 200@aghaine principale serait ramifiée par
des unités glucosyls liées par liaisgh$§l - 6). Selon Albrecht, Van Muiswinkel (2011) les
ramifications se feraient a partir des résidus ldeage de la chaine principale. Les branches
ramifiées seraient principalement composées de asann

H OH
CH,OH

B A > Liaison f (1 - 4)
H on ] °
H H Liaison B (1 - 3)
o ! H H

-(G—M—M Mr:~|1—c» M-G-M-} G*!TI G-M—G--M-M—-G-M--G—M-M-G-M—G-G—M—M—M—M—G—G—M—M—MA)*
GM: A G—M: “Ac "

> o

M = Mannose i

G = Glucose CH,OCCH; CH,OH

Ac = groupements acétyles CH;CO

n = degré de polymérisation o

OH H 0
\

La masse molaire moyenne est estimée & 13,2 RA0Elle varie selon les espéces, les zones
de production, les procédés technologiques ettpsede stockage.
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1.1.5 Propriétés physicochimiques du glucomannane de konjac

1.1.5.1 Solubilité

Bien que le glucomannane de konjac soit a la fgidrdphile (avec la présence de
groupements hydroxyles) et hydrophobe (avec laepiees de groupements acétyles), il est
insoluble dans les solvants organiques tels quadthanol, I'éthanol, I'acétone ou I'éther
(Wang, Liu et al., 2015). Sa solubilité dans I'geut étre réduite par la formation de fortes
liaisons hydrogenes suite aux opérations unitaleepurification ou de séchage. En effet, le
facteur le plus important affectant majoritairemknsolubilité aqueuse du glucomannane de
konjac est le degré d’acétylation. La présencerdamps acétyles dans le glucomannane de
konjac inhibe la formation de liaisons hydrogeneramoléculaires améliorant ainsi la
solubilité du glucomannane de konjac (Alonso-Saiégeiro-Osorio et al., 2009).

Le glucomannane de konjac est dispersable dans ¢leaude ou froide, formant une solution
trés visqueuse, de pH compris entre 5,0 et 7,0sdlabilité augmente avec la chaleur et
I'agitation mécanique (Journal officiel de I'Uniearopéenne, 2012a).

1.1.5.2 Viscosité

La viscosité d’'une solution aqueuse de glucomandarieonjac a 1 % (m / m) a température
ambiante est de 31,6 Pa.s. (Takigami, 2009). Aeaeéme concentration et température, le
glucomannane de konjac forme des dispersions hauatewsqueuses par rapport aux autres
hydrocolloides k-carraghénane 0,3 Pa.s, gomme guar 4,2 Pa.s, randh2a Pa.s (Nishinari,
Williams et al., 1992).

Cette caractéristique hautement visqueuse du glampame de konjac est due notamment a
sa fortecapacité d'absorption d’eau : plus de 100 g dfmaug deglucomannane de konjac.
Cette absorption d’eau est diminuée quand le debméétylation sur les chaines du
glucomannane de konjac augmente (Zhang, Chen, @04K). La viscosité d’'une solution de
glucomannane de konjac augmente de facon expolenselon la concentration en
polymeéres : la viscosité d’'une solution aqueuse% @n/ m) est douze fois plus élevée
gu’une solution a 1 % (m / m) (Takigami, 2009; Shatet al., 2015).

La viscosité d’'une solution de glucomannane dedmept dépendante du temps d’agitation :
deux heures sont nécessaires pour atteindre leerpdl viscosité. La viscosité du
glucomannane de konjac n’est pas affectée parriaecdration en sel mais par le pH de la
solution. La viscosité d’'une solution de glucomamde konjac diminue avec I'abaissement
du pH. A pH élevé, la solution de glucomannane dajdc devient un gel irréversible
(Takigami, 2009).

1.1.5.3 Mécanisme de gélification

Des gels de glucomannane de konjac sont obtenushpaiffage en présence de composés
basiques (pH compris entre 11,3 et 12,6) ou dedgsaguantités de sels KO, NasPOy)
(Nishinari, Williams et al., 1992). Les composésifaes les plus couramment utilisés sont :
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NaOH, KOH, Ca(OH), Na&CQOs;, K,COs(Zhang, Chen et al., 2014). Les gels obtenus sont
stables, fermes et thermo - irréversibles.

Le mécanisme exact de gélification nécessite desstigations supplémentaires mais au
moins deux facteurs importants sont connus. Le jarefacteur est les liaisons hydrogénes.
En présence d’agent alcalla,molécule de glucomannane de konjac perd irréblersent les
groupements acétyles de sa molécule. Cette déekdimatyfacilite I'établissement de liaisons
hydrogenes entre les chaines de glucomannane dackaboutissant a la formation d’un
réseau gélifié structuré (Alonso-Sande, Teijeira@set al., 2009). Le deuxieme facteur est
I'établissement d’interactions hydrophobes entee rf@lécules de glucomannane de konjac
(figure 2)(Wang, Liu et al., 2015).a concentration critique la plus basse de glucorana

de konjac nécessaire pour former un gel alcalinestimée a 0,5 % (m/ m) (Nishinari,
Williams et al., 1992).

Chaines de gluicomannane

de konjac s
Groupement acétyle

l Agent alcalin ou sel neutre
\

Liaison hydrogéne

> Désacétylation

/
l Interaction hydrophobe

Zone de jonction

Gel de glucomannane
de konjac

Figure 2 : Mécanisme de gélification du glucomannande konjac (Alonso-Sande, Teijeiro-Osorio et al. 009).

La gélification se produit apres une période d’ctchn. La période d’induction est définie
comme étant la somme de 'étape de désacétylatida ketape d’agrégation. La vitesse de la
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période d’induction serait liée a la concentrat@mions hydroxyles. Lorsque la vitesse est
rapide, les deux étapes semblent impossibles mglisr. (Yoshimura and Nishinari, 1999;
Williams, Foster et al., 2000; Dorthe, 2005).

Un certain nombre de paramétres affecte le mécandamgélification et par conséquent les
propriétés de la structure finale du gel : le detfjagétylation, la température, la concentration
et le poids moléculaire du glucomannane de korgaconcentration en éléments basiques.
Les influences spécifiques de chaque paramétredgonites dans le tableau 3.

Tableau 3 : Influence des différents parametres sue mécanisme de gélification du glucomannane de Kai (Alonso-
Sande, Teijeiro-Osorio et al., 2009).

Evolution des parametres facilitant la Mécanisme explicatif
formation d’un gel de glucomannane de
konjac
| Degré d’acétylation 1 Formation de liaisons hydrogenes
1 Masse molaire 1 Nombre de zones de jonction

1 Longueur de chaines connectées
t Concentration eglucomannane de konjact Nombre de molécules

1 Proximité entre molécules
1 Température 1 Formation de liaisons hydrogenes
1 Concentration en agent alcalin 1 Désacétylation

1 Formation de liaisons hydrogenes

Nishinari et al. (1992) ont montré que les gelsni@s par I'ajout de sels avaient une texture
plus faible par comparaison avec les gels alcalims.quantité de sels nécessaire a la
formation de gel est beaucoup plus grande quedatié de composés alcalins. Les auteurs
rapportent également que l'agent alcalin n'est péesessaire pour former un gel si la

concentration en glucomannane de konjac est supérge8 % (m / m).

1.1.6 Propriétés fonctionnelles du glucomannane de konjac /applications
technologiques

La farine de konjac est consommeée depuis prés Q@0 2ns en Asie, notamment lors des

périodes de disette. Aujourd’hui, le konjac esjdats utilisé comme Iégume, a I'image de la

pomme de terre. La farine de konjac est présents ldacuisine traditionnelle japonaise sous

différentes formes (Yoshimura and Nishinari, 19@@jure 3).

- konnyaku : gel obtenu par ébullition d’'un mélangarfe de konjac et eau de chaux.
Ce gel peut se déguster ainsi.
- shirataki : konnyaku transformé en vermicelles
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Figure 3 : Aliments de la cuisine traditionnelle jgponaise a base de konjac : a gauche konnyaku et &oide shirataki
(Bien manger, 2016).

En Asie, l'utilisation du glucomannane de konjatestimée a 2 - 3g / personne / jour (Shah,
Li et al., 2015).

En raison de ses propriétés physicochimiques (foafeacité d’absorption d’eau, capacités
épaississantes et gélifiantes), technologiqueg ased atouts potentiellement bénéfiques pour
la santé, le glucomannane de konjac offre un gpadntiel d’applications technologiques.
Elles peuvent étre classées selon la finalité rebiée : formuler des aliments, contrdler un
procédeé de fabrication, résister a un traitemesrintique, permettre la libération controlée.

1.1.6.1 Formuler des aliments :
- Créer ou contrbler une texture

Les atouts supplémentaires du glucomannane de kpajarapport a d'autres épaississants
sont : son absence de godt, la stabilité au pHisergammele 3,5 a 8,%t I'insensibilité aux
variations de concentration en sel. En effet, @r@ment aux polysaccharides texturants
chargés comme les carraghénanes, les alginates xanthane, le glucomannane de konjac
est neutre. Les sels de sodium, potassium owealont donc peu d’effet sur ses propriétés
rhéologiques (Dorthe, 2005).

Le glucomannane de konjac est un additif utilis&ll seu mélange avec d’autres
polysaccharides. Ces mélanges aboutissent a dasstexariées et nouvelles, recherchées par
les industries agroalimentaires. Le glucomannankodgc interagit synergiquement avec le
xanthane, le-carraghénane (Penroj, Mitchell et al., 2005),gil@hte et I'agar pour former
des gels thermoréversibles (Takigami, 2009). Lteffeynergique est apporté par
I'établissement d’interactions intermoléculairesrenles polyosides (Zhang, Chen et al.,
2014). Agoub, Smith et al(2007) suggerent qu’'un mélange a 0,25 % (m / myatghane
/0,25 % (m / m) dglucomannane de konj&st un tres bon substitut a la gélatine.
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- Réduire une teneur en matiére grasse

Les hydrocolloides sont largement utilisés en fdathon d’aliments pour mimer la matiére
grasse et compenser les changements physicochenidue a la réduction des lipides.
Plusieurs études ont montré l'efficacité du gluconeme de konjac comme analogue a la
matiere grasse dans la formulation de produitsnaueréduite en matiére grasse pour des
applications telles que les produits carnés (Jim&wmmenero, Cofrades et al., 2012), les
saucissons secs (Ruiz-Capillas, Triki et al.,, 20l@renzo, Munekata et al., 2016), la
mortadelle (Chin, Keeton et al., 1998), la mayosedLi, Wang et al., 2014), le fromage (Da
Silva, De Souza Ferreira et al., 2016).

- Stabiliser les aliments sur le plan physicochimique

Tobin, Fitzsimons et al., (2011) ont montré qu@liade 0,03 % (m / m) de glucomannane de
konjac a du lait écrémé pasteurisé ou UHT augmlarg&abilité vis-a-vis de la sédimentation
lors du stockage sans modifier la couleur du prtadida taille des particules.

- Créer une couche barriere

Le glucomannane de konjac a une tres bonne capacf@mer des films. L’ajout de
glucomannane de konjac a une solution d’alginatsatkum améliore la stabilité thermique
et les propriétés mécaniques de résistance deslbirs des tests de rupture (test de traction et
test de résistance a l'allongement) (Xiao, Gad.e2@00; Zhang, Xie et al., 2005).

Ces films sont comestibles et ont une bonne stalikns I'eau froide, I'eau chaude et méme
dans des solutions acides. lls peuvent étre Hilis@mme matériaux d'emballage pour
I'industrie agroalimentaire (Zhang, Chen et al140 Cependant, Li, Jiang et al., (2015) ont
montré que des films obtenus a partir de glucomamrde konjac pur sont vulnérables a
I'adsorption de vapeur d'eau et sont facilemergalis dans l'eau

Yang, Yang et al., (2001) ont inventé un matériaurevétement contenant un mélange de
glucomannane de konjac et de cellulose pour laetwaton des fruits. Ce matériau s’est
montré efficace pour contréler les échanges gatexygene, éthyléne, dioxyde de carbone)
et de vapeur (eau) dans et hors du produit, dearaaicontréler la maturation des fruits.

1.1.6.2 Contrdler un procédé de fabrication / Résister a un traitement thermique

Xiong, Cheng et al. (2009) ont étudié I'effet crymipcteur du glucomannane de konjac sur
une protéine myofibrillaire pendant un stockage #8-=C ainsi que linfluence de cing
niveaux d’addition de glucomannane de konjac suiptepriétés de texture de gels de surimi
et leur capacité de rétention d’eau. Les résuttatsnontré que 1 % (m / m) de glucomannane
de konjac avait le méme effet cryoprotecteur qutyoprotecteur conventionnel (10 % de
saccharose - sorbitol, 1 /1, m/ m). Les propsiété rétention d'eau des gels de surimi sont
améliorées avec un ajout croissant de glucomant@hkenjac. Selon les auteurs, la présence
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de nombreux groupements hydroxyles du konjac piurgduire la formation de liaisons
disulfures, de liaisons hydrogenes et de liaisgusdphobes, atténuant ainsi I'agrégation des
protéines et prévenant leur dénaturation. De péugjucomannane de konjac, du fait de sa
bonne capacité a absorber I'eau, pourrait dimifeu@uantité d’eau libre et donc la quantité
de cristaux de glace formés, atténuant ainsi latiéation des protéines pendant le stockage
a-18°C.

1.1.6.3 Permettre la libération contrélée

En plus de propriétés épaississantes intéressaatghjcomannane de konjac présente une
biodégradabilité particuliére. Il est non dégradadihns l'intestin gréle, mais dégradable par
unef - mannase, enzyme générée par les bactéries da ¢fhang, Chen et al., 2014). De
fait, le glucomannane de konjac est un candidanptteur pour la mise au point de systemes
de libération contrélée de médicaments au niveaadilion. Nakano, Takikawa et al. (1979)
ont montré l'efficacité d’un gel de glucomannanekd@jac pour controler la libération de
dibucaine (médicament anesthésique). Alvarez — Btado, Braeckmans et al. (2006) et
Alvarez - Mancenido, Landin et al. (2008) ont méntju'un mélange glucomannane de
konjac et xanthane limitait la diffusion du soletéraison de son fort réseau gélifié.

Une étude de libération contrélée d’ADN a partirgid de glucomannane de konjac a été
réalisée par Wen, Wang et al. (2008). Ces auteursontré que la libération de '’ADN est
durable et affectée par I'état physique du gelgeesignifie que la libération pourrait étre
contrélée en modulant les concentrations de gluocoarze de konjac ou d’ADN.

Toutes ces études montrent que les gels de gluc@anande konjac ont des applications

prometteuses pour la libération contrélée de mdddcd’intérét. Par contre, rares sont les

études réalisées sur le potentiel d’applicatiogldaomannane de konjac en tant que matériau
d’encapsulation de composés volatils.

Yang, Xiao et al. (2009) ont étudié la capaciténdapsulation d’huile d’orange douce par le
glucomannane de konjac par atomisation. Les auteuwnts obtenu des solutions de
glucomannane de konjac de différentes viscositdés aune hydrolyse enzymatique. lls ont
montré que la viscosité apparente des solutionglai@mannane de konjac avait un effet
significatif sur I'encapsulation des composés diaed(figure 4). Une viscosité apparente
de 200 mPa.s a donné le meilleur rendement d’sntapn. Si la viscosité est trop faible, la
capacité filmogene du konjac est réduite. Si lacosgé est trop élevée, le process
d’atomisation est affecté (alimentation des pomgasse de séchage).
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Rendement d’encapsulation (%)
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Figure 4 : Effet de la viscosité apparente de solath de glucomannane de konjac sur les rendements deapsulation.
**P<0,01, *P<0,05, en prenant la viscosité appareata 500 mPa.s comme référence (Yang, Xiao et aD09).

Le rendement d’encapsulation du glucomannane dm&@nété comparé avec les matériaux
d’encapsulation couramment utilisés : gomme arahicamidon modifié (Starch Sodium
Succinate, noté SSOS) et maltodextrine. Ilglucomannane de konjagrésente
significativement le méme rendement d’encapsulaf@h%) que la gomme arabique et le
SSOS ainsi qu’un ratio identique solide — matéaauncapsuler de 4/1.

Les auteurs ont testé des mélanges binaires eanfaiarier la quantité de glucomannane de
konjac de 20 % a 80 % (m/ v) (figure 5). Les resglmontrent que la combinaison de 80 %
de glucomannane de konjac avec de la gomme arabigqde SSOS ou de la maltodextrine
augmente significativement le rendement d'encapsulapar comparaison avec le
glucomannane de konjac seul. Par contre avec debicaisons contenant 40 % ou 60 % de
glucomannane de konjac, les rendements d’encamsulate toutes les matrices par
comparaison avec la référence (le glucomannanenjadkseul) ne varient pas. Le rendement
d’encapsulation de la combinaison de 20 % de glacorane de konjac avec la maltodextrine
diminue significativement. Selon les auteurs, clggére une faible compatibilité entre le
glucomannane de konjac et la maltodextrine.
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Figure 5 : Rendements d’encapsulation de différentequantités de glucomannane de konjac combinées avde la
gomme arabique ou de la maltodextrine ou de SSOSni&on octényl succinate de sodium), *P<0,01, en prant le
rendement obtenu avec du glucomannane de konjac paomme référence (Yang, Xiao et al., 2009).

Le glucomannane de konjac a donc un grand potegti¢éant que matériau d’encapsulation
de composés aromatisants.

1.2 Amidon de pomme de terre

L'amidon extrait des tubercules et des racinesapptlé fécule, c’est le cas de la fécule de
pomme de terre. En 2015, 3,35 millions de tonnesndlon de céréales et de fécule de
pomme de terre ont été produits en France. La ptmdude fécule de pomme de terre
représente 6 % de la production annuelle frangdigmidon (Passion céréales, 2016). En
2012, la France était 1*3° producteur européen de fécule de pomme de teméorfU
nationale des producteurs de pomme de terre, 2012).

Toutes origines d’amidon confondues, 50 % de ladgebon est utilisée pour un usage
alimentaire (figure 6) et 50 % pour un usage nanaitaire (figure 7).
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Aliments pour animaux

Potages et conserves de
légumes
1%

Charcuterie et
conserves de viande
3%

Figure 6 : Utilisations multiples de 'amidon dansle secteur alimentaire (Passion céréales, 2016).

Autres *
5%

Figure 7 : Utilisations multiples de I'amidon dansle secteur non alimentaire. Autres* : cosmétiqueshioplastiques,
textiles (Passion céréales, 2016).
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La pomme de terre est composée en moyenne de 86&%, d6 % d’amidon, de 2 % de
protéines, de 2 % de fibres. Elle contient égalémeins de 1 % de vitamines et minéraux et
un tres petit pourcentage de lipides (0,2 %). lauli® de pomme de terre est obtenue apres
une série d’opérations unitaires : lavage, rapageantation, tamisage et raffinage. Cinq
tonnes de pommes de terre sont nécessaires panirobbhe tonne de fécule de pomme de
terre. Les coproduits sont les pulpes et les pregeessentiellement valorisées en nutrition
animale (USIPA (Union des Syndicats des Industdes Produits Amylacés et de leurs
dérivés), 2013).

Les amidons natifs sont considérés comme des iegndd « clean label » dont la
fonctionnalité peut étre améliorée par un enserdelanodifications physiques, chimiques
et/ou enzymatiques afin de répondre a des besmthadlogiques et nutritionnels spécifiques.
Dans ce cas de figure, les amidons modifiés deelgntes additifs alimentaires avec un code
E.

1.2.1 Structure des constituants chimiques de 'amidon de pomme de terre

L’amidon est constitué de deux polymeres : 'amgles I'amylopectine dont les proportions
varient avec l'origine botanique de I'amidon. Ddi@snidon de pomme de terre, le rapport
amylose / amylopectine est de 21/ 79. L'amidontieoh également un certain nombre de
constituants mineurs (protéines, lipides, minérapsgsents en quantités variables selon
I'origine botanique de la ressource et de la tegmid’extraction (Buléon, Colonna et al.,
1990). Ces constituants mineurs (lipides, proteigEsments minéraux) bien que présents en
faible quantité (inférieure a 1 %) sont suscepsiide modifier le comportement général de
'amidon. L'amidon de pomme de terre a I'avantagecontenir uniguement des traces de
lipides (0,09 %) (Boursier, 2005).

1.2.1.1 Amylose

L’amylose est une molécule linéaire résultant éadhainement de résidus- D - glucosyls
liés par liaisons - (1 - 4) (figure 8). Quelques ramifications pasdiaisons: - (1 - 6) ont été
mises en évidence mais elles constituent moins #edes liaisons (Bauer, Badoud et al.,
2010).
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HO Ok P
\f: 0 A\ H \ o
H e H o 0

o T T\
’ 3 o HON— o o
{_ﬂnﬁ-- _,—-"'ﬂ \‘\ H

-

30



Etat de I'art

Le degré de polymérisation moyen de I'amylose dmitlon de pomme de terre est de 4 920
résidus glucosyls représentant une masse moléedeil’ordre de 104 16 Da (Boursier,
2005).

L’amylose en solution cristallise rapidement enlques heures (van Soest, De Wit et al.,
1994). Sa conformation et son mode de liaison leimettent d’adopter des formes
hélicoidales comportant 6, 7 ou 8 unités glucose tpar, stabilisées par des liaisons
hydrogenes entre les unités glucosyls. Les groupentg/drophiles de la chaine sont tournés
vers I'extérieur et les groupements hydrophobes Vietérieur. Les hélices formées sont des
doubles hélices dans le cas des amidons rétrog(adésrty, Buléon et al., 1991) ou des
simples hélices en présence de certains ligandde Gample hélice forme une cavité
hydrophobe dans laquelle peuvent se complexerldesis, des lipides, I'iode, des composés
volatils... La description de la simple hélice seéaaloppée dans le chapitre 2 « interactions
amidon — composeés volatils ».

La réaction de complexation de I'iode est a la lshsea caractérisation analytique. L'amylose
est caractérisée par une capacité de fixationogld’'ide I'ordre de 20 mg pour 100 mg
d’amylose. Le complexe formé, de couleur bleue, @Stecté par spectrophotométrie
d’absorption a une longueur d’onde comprise eng@ & 640 nm (Buléon, Colonna et al.,
1990; Boursier, 2005).

1.2.1.2 Amylopectine

Contrairement a la longue chaine linéaire d’amylamylopectine est composée de résidus
a— D - glucosyls liés par liaisons- (1 - 4) sur lesquels viennent se greffer desdies
a-(1-6) pour former une molécule arborescentgufé 9). Ces liaisonsu - (1 - 6)
représentent 5 a 6 % des ramifications (Bours@p5»
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La masse moléculaire est comprise entreet0l§ Da soit 10 & 1000 fois plus élevée que
celle de I'amylose. Le degré de polymérisationadrdction amylopectine est de 9 800.

Difféerents modeéles d’organisation de I'amylopectomd été proposés (Buléon, Colonna et al.,
1990). Actuellement, I'organisation n’est toujoysas clarifiée (Vamadevan and Bertoft,
2015). Le modele le plus décrit est le suivantniyopectine est représentée par un ensemble
de grappes de chaines courtes internes ou ext(3neshort », de degré de polymérisation
moyen 15 - 20) reliées entre elles par des chgdhes longues (L «long », de degré de
polymérisation moyen 40 - 45). Il existerait égaderindes chaines de degré de polymérisation
supérieur a 60 (Boursier, 2005). Les chaines L émiml'ossature de la molécule
d’amylopectine. Le rapport chaines S/ chaines tLfasction de l'origine botanique de
I'amidon et est voisin de 5 pour les amylopectidesubercules.

Comme son homologue I'amylose, 'amylopectine, lbeda rétrogradation, forme également
des doubles hélices stabilisées par interactiodsolggnes et interactions de van der Waals
(Imberty, Buléon et al., 1991).

L’amylopectine posséde une faible capacité a liede : 100 mg d’amylopectine lient moins
de 1 mg d’iode car la complexation de l'iode sé $mulement sur les chaines externes de
'amylopectine. Le complexe formé est de coulewnler et est détectable a une longueur
d’onde de 540 nm (Boursier, 2005).

L’amylopectine de pomme de terre se distingue pdait que certains résidus portent des
groupements d’ester phosphorique. La présence sigroepements chargés a une influence
sur le comportement de I'amidon de pomme de t&aaiér, Badoud et al., 2010).

1.2.2 Structure du grain d’amidon

La structure, I'organisation, la taille et la moopdgie (sphérique, polyédrique...) du grain
d’amidon sont complexes et sont fonction de I'orggibotanique. C’est un moyen simple
d’identification de I'origine botanique de I'amidoba taille des grains varie de 1 um a 100
um et ceux-ci sont insolubles dans l'eau a températambiante. lls ont tous une
caractéristique commune : observés en lumiéere ipélgrles grains d’amidon présentent une
croix noire dite « croix de Malte » dont les bragslse rejoignent au niveau du hile, le centre
initial de croissance du grain d’amidon, indiquéexistence d’'une structure semi-cristalline.

A l'état natif, le grain d’amidon résulte de I'agmment de stries avec une alternance de
structure amorphe et de structure semi-cristallines stries sont disposées de maniere
concentrique a partir du hile (figure 10). Par obagon des grains d’amidon en microscopie
a contraste interférentiel, cette organisation egdp@lus marquée pour 'amidon de pomme
de terre que pour 'amidon de mais natif et 'amidte mais cireux (Li, Guiltinan et al.,
2006). Le hile est la région la moins organiséegrhin d’amidon (Buléon, Pontoire et al.,
1997; Baker, Miles et al., 2001).

Les stries concentrigues sont communément appal@®saux de croissance et sont d’'une
épaisseur de 100 a 400 nm (Vamadevan and Ber@if§)2L’organisation des anneaux de
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croissance amorphes est peu connue mais il sengleadmis qu’'une grande proportion
d’amylose les constitue (Vamadevan and Bertoft,5201es anneaux de croissance de
structure semi-cristalline sont composés d’'un eenpént de lamelles cristallines et amorphes.
La somme des tailles d'une lamelle amorphe et diamelle cristalline varie de 9 a 10 nm
(Vamadevan and Bertoft, 2015). La structure degamx de croissance semi-cristalline serait
principalement constituée des chaines d’amylopectiin effet, la succession des lamelles
amorphes et cristallines peut étre mise en relati@t la structure de I'amylopectine (Buléon,
Colonna et al., 1998). Les chaines courtes «S wupeet les lamelles cristallines tandis que
les points de branchements de I'amylopectine octules lamelles amorphes. Les lamelles
cristallines ont une épaisseur approximative cosepentre 4,1 nm et 6,4 nm (Vamadevan and
Bertoft, 2015). Le réle structural précis joué pamylose n’est pas clair. Selon Atkin, Cheng
et al. (1999), 'amylose se situerait principaletnan niveau des anneaux de croissance
amorphes et 'amylopectine au niveau des anneawxaigsance cristallins, ceci en raison de
I'incompatibilité thermodynamique entre les deuxypeeres. Néanmoins d’autres études
suggerent qu’une faible quantité d’amylose esterEsavec 'amylopectine dans les lamelles
cristallines (Jenkins and Donald, 1995; Gallantu@weet et al., 1997; Buléon, Colonna et al.,
1998).

b
/‘ Anneau de
croissance

Anneau de croissance Anneau de amorphe
semi-cristallin croissance |~,—L‘>H_,,--: PRI -|
amorphe - -
a) Lamelle amorphe

Anneau de

croissance
amorphe

Figure 10 : Représentation schématique des différénniveaux de structuration d’'un grain d’amidon. (8 alternance
des anneaux de croissance amorphes et semi-cristal (b) vue de la structure interne d’'un anneau deroissance
semi-cristallin composé de lamelles cristallines etmorphes. (c) représentation du positionnement de structure de
I'amylopectine dans les anneaux de croissance seanistallins (Jenkins and Donald, 1995).

Gallant, Bouchet et al. (1997) ont étudié l'ultrasture du grain d’amidon natif, par
microscopie électronique a balayage et par micpec@ force atomique. Les auteurs
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définissent un niveau d’organisation basé sur dégsicristallines dénommeées « Blocklets »
(ou microcristallites) qui s’assembleraient pounstduer les anneaux de croissance amorphes
et cristallins (figure 11). La taille des microtalites est comprise entre 20 et 500 nm, selon
I'origine botanique de l'amidon et de leur localisa dans le grain d'amidon. Les
microcristallites présents dans les anneaux desance cristallins sont plus gros (80 a 120
nm) que ceux présents dans les anneaux de croéssamorphes (25 nm).

Anneau de croissance semi-
cristallin

Anneau de
croissance amorphe

Surface du grain
— Hile Pores

Grain d’amidon

Anneau de croissance >
semi-cristallin
Anneau de 'z g

croissance amorphe

-

Canaux Blocklet Petit

Blocklet
amorphes
Cristalli :- 750 ——
ristallin
) /
Amorphe
E Blocklet
sy

Les travaux de Ridout, Parker et al. (2003) et deg] Mitsunaga et al. (2006) confirment
cette organisation en microcristallites. L'amyldpex joue un rOle principal dans

I'architecture des microcristallites, tandis quenklose localisée entre les microcristallites
contribue a la force et la flexibilité des grainmmdidon en connectant les différentes
microcristallites entre euxSelon Tang, Mitsunaga et al. (2006), les lamelles ama@phe
seraient constituées de microcristallites défige(figure 12). Ces derniéres sont moins
cristallines en raison de la présence d’amylosdugmnt |'établissement des lamelles
cristallines de 'amylopectine.

34



Etat de I'art

La présence de pores a la surface du grain a & eni évidence (Gallant, Bouchet et al.,
1997). Ces pores (0,05 um a 0,1 um de diamétragreiés finales des canaux amorphes de
la microstructure du grain d’amidon, pourraientrpettre a 'amylose de s’échapper du grain
lors des traitements thermiques. Selon Tang, Magaret al. (2006), les pores seraient des
microcristallites déficients (figure 12).

Pore a la surface du grain d’amidon

Microcristallites
(« Blocklets»)
Normanx
Microcristallites | ::t.!::::r :::.":“nmu:
(« Blocklets») K "
deficients L/
Hile
Gt Pt Microcristallites
(~ 100 pm) {« Blocklets»)
fusionnes

Figure 12 : Schéma de structure d’un grain d’amidorselon Tang, Mitsunaga et al. (2006).

A létat natif, les grains d’amidon ont une crifitaté faible variant de 15 a 45 %. La
cristallinité du grain d’amidon est notamment dukaénylopectine. La cristallinité joue un

réle primordial dans I'architecture et les propggtphysicochimiques du grain d’amidon
(Boursier, 2005). Les grains d’amidons natifs pnémet trois formes de structure cristallines
référencées A, B, C selon les spectres de difraates rayons X obtenus (figure 13) :

o type A : pour les amidons de céréales présentaatteneur en amylose
inférieure a 40 %. Son diagramme de diffraction dggons X présente des
pics caractéristiques aux anglés(® = 1,54.10°m) : 10,1 ; 11,3 ; 14,9 ; 17 ;
18,1 ; 23 ; 23,9 et 26°;

o0 type B : pour les tubercules (fécule de pomme de)tet les amidons riches
en amylose, ainsi que pour les amidons rétrograBés. diagramme de
diffraction des rayons X présente des pics deatiffon caractéristiques aux
angles ® (\ = 1,54.10°m) : 5,6 ; 10,1 ; 11,3 ; 14 ; 14,9 ; 17 ; 19,2;:23,9
et 26°;

o Type C: pour les Iégumineuses et certains amidenséréales cultivés sous
des conditions spécifiques de température et ddtgtion (Buléon, Colonna et
al., 1998). Cette structure correspond soit un ngddade grains d’amidon de
type A et de type B, soit un mélange de cristallde types A et B au sein de la
structure granulaire (Buléon, Colonna et al., 1980) effet, 'amidon de pois
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présente un granule contenant des cristalliteyuke B au centre et de type A
en périphérie (Bogracheva, Morris et al., 1998n 8mgramme de diffraction
des rayons X présente des pics de diffraction t&natiques aux angle92A
=1,54.10°m):5,6;10,1; 11,3; 14 ; 14,9 ; 17 ; 18,B;51; 22 ; 23 ; 23,9 et
26° (Biais, 2006).

Il existe une autre forme de structure cristallié&rencée V selon le spectre de diffraction
des rayons X. Le type V est caractéristigue de ylase complexée (complexe
amidon - ligand). Ces complexes apparaissent peéhelaraitement thermique de I'amidon et
en présence d'un ligand susceptible de complexec 8amylose. Ces structures de type V
sont composeées d’'une simple hélice gauche a 6 8rrésidus formant une cavité hydrophobe
dans laquelle s’inclut le plus souvent le liganiaQue ligand impose ses propres dimensions
de diamétre et de conformation d’hélice. Ce typgeaement détecté dans les amidons natifs.
Cependant, Morrison, Law et al., (1993) ont propaé résonance magnétique nucléaire que
des complexes amylose — lipide endogénes étaiésepr dans les amidons natifs de mais, riz
et avoine. La description de ces structures de Ymsra développée dans le chapitre 2.3
« Structure moléculaire des complexes ».

Type Vh

Type B

Intensité

Type A

[T ST S AT U NPT T ST S ST T ST U U ST ST NN (U T U N U U A |

0 5 10 15 20 25 30
Angle de diffraction (2 theta)

Les diagrammes de diffraction aux rayons X des ansdnatifs donnent des résultats

difficiles a interpréter de par leur faible cridisité et la complexité de leur structure
moléculaire. De nombreux modéles ont été étalparér d’amylose cristallisée.

Les structures de types A et B sont basées sulalgses hélices gauches a 6 unités glucose
par tour et sont orientées parallélement (Hseirlk@hid Sarko, 1978; Hsien-Chih and Sarko,
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1978; Imberty, Chanzy et al., 1988; Imberty andePe988). La structure est stabilisée par
des interactions de faible énergie. La différenteeele type A et B réside dans I'empilement
des doubles hélices dans la maille cristalline aisdla quantité d'eau présente entre ces
doubles hélices (Buléon, Colonna et al., 1990; 8uléColonna et al., 1998). Le type A est
organisé suivant une maille monoclinique aux dirmmsa = 2,12 nm, b = 1,17 nm, ¢ = 1,07
nm compacte et peu hydratée (8 molécules d’eaw/dthélice) (figure 14A) (Imberty,
Chanzy et al., 1988; Buléon, Colonna et al., 1992@).type B a une structure de maille
cristalline hexagonale aux dimensions a = b = 8§ ¢ = 1,04 nm (figure 14B). Cette
arrangement génere un canal central occupé pao&&ubes d’eau par tour d’hélice (Imberty
and Perez, 1988; Buléon, Colonna et al., 1990).

Figure 14 : Structure de maille cristalline des dohles hélices d’'amylose de type A (A) et de type B), Projection
selon le plan (a,b) (Buléon, Colonna et al., 1998).

1.2.3 Traitements hydrothermiques de I'amidon

A température ambiante, les grains d’amidons natist insolubles dans I'eau. L’amidon

acquiert ses propriétés texturantes sous I'action ttaitement hydrothermique. Les phases
de gélatinisation et d’empesage sont présenteddéota montée en température (figure 15).
Les phases de rétrogradation et de gélificatioraagigsent lors du refroidissement et du

stockage.
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Chauffage Refroidissement Stockage

Figure 15 : Représentation schématique des princifes étapes de la transformation de I'amidon au cosr d’'un
traitement hydrothermique en excés d’eau. () grais d’amidon natif ; (II) gélatinisation, associée aec le gonflement
(a) et la destruction partielle des grains d’amidonet solubilisation de I'amylose (b), aboutissant & formation de
I'empois d’amidon ; (lll) rétrogradation : formatio n d’'un réseau d’amylose lors du refroidissement déempois
d’amidon (a) et formation d’'une structure cristalline pendant le stockage (b) (Goesaert, Brijs et aR005).

1.2.3.1 Gélatinisation et empesage

Lorsque l'amidon est chauffé au-dela de 60°C, eésgmce d'un excés deau (teneur
supérieure a 60 %), et sous agitation modérée @dater la sédimentation des grains, il se
produit un phénoméne irréversible appelé gélatiimisa(Boursier, 2005). Il s’agit de la
disparition de I'état cristallin accompagné d’umfiement irréversible des grains d’amidon et
a la solubilisation de I'amylose.

Les liaisons hydrogénes au sein des grains d’amidesurant la structure cristalline de
I'amidon, sont fragilisées entrainant une absorptieau et le gonflement irréversible des
grains d’amidon (Olkku and Rha, 1978). La tempé&eatulaquelle se produit ce phénomene
est la température de gélatinisation. Elle corredp® la température a laquelle la structure
cristalline disparait. La gélatinisation est aifsgiilement détectée par la perte progressive et
simultanée de la croix « noire » de polarisatidgufe 16) et de la cristallinité des grains
d’amidon. Le gonflement trés rapide du grain d’avnidest limité sur une plage de
température de 1 a 1,5°C. Le gonflement de tougytems est obtenu sur une plage de
température de 10 a 15°C (Boursier, 2005).
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Grains d’amidon natifs

Figure 16 : Traitement thermique en exces d’'eau d'uramidon de pomme de terre observé sous microscopptigue
(Dubal, 2016).

Au-dela de cette température de gélatinisationyvitxosité augmente et conduit a la

destruction de la structure granulaire. Il s’agitlémpesage. L'amylose s’échappe du grain
d’amidon via les canaux amorphes et la structureyse du grain d’amidon. Ce phénoméne
conduit a la formation de I'empois d’amidon. Audlede I'empesage, si la température

continue a augmenter, les grains résiduels éclaterbquant une chute de la viscosité et une
solubilisation supplémentaire des constituantsateition. La solubilisation est totale au-dela

de 100°C.

L’empois d’amidon est défini comme étant une susipende grains gonflés, enrichis en

amylopectine, et partiellement éclatés dans uremitontinu de macromolécules solubilisées,
principalement de I'amylose, qui ont diffusé hoes djrains, (Buléon, Colonna et al., 1990).
Le fait que la phase continue soit constituée dlasgy/solubilisée et la phase discontinue de
fantdmes de grains d’amidon enrichis en amylopecsiexpligue en grande partie par

I'incompatibilité thermodynamique de I'amylose etlthmylopectine.

Le comportement de gélatinisation de I'amidon denp@ de terre (de type B) est caractérisé
par la concomitance de la solubilisation de I'amsgl@t du gonflement du grain d’amidon. A
'opposé, les amidons de céréales (de type A) sardctérisés par une premiére étape de
gonflement limité a la température de gélatinisatisuivie a 90°C d’'un second gonflement
accompagnée d’'une solubilisation plus marquée (Byl€olonna et al., 1990).

La gélatinisation est une réaction endothermiqglie peut s’'observer par analyse enthalpique
différentielle. Cette technique est courammeniséd pour détecter les transitions de phase.
La transition de gélatinisation se présente sodsrlae d’'un endotherme caractérisé par des
températures caractéristiques (température inittalapérature du pic et température finale)
et une enthalpie de gélatinisation. La figure 1&spnte les thermogrammes de I'amidon de
pomme de terre et de I'amidon d’orge. Généralemerd,haute température de gélatinisation
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et un pic endothermique étroit suggérent un ordoééculaire important (Vamadevan and
Bertoft, 2015). La température de gélatinisation’amidon de pomme de terre évaluée par
analyse enthalpique différentielle est de 65°C @aBadoud et al., 2010).
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L’un des outils les plus couramment employés paiure la gélatinisation de I'amidon est le
Rapid Visco Analysér (RVA, analyseur rapide de viscosité, Perten, Suédet instrument
est configuré pour simuler les profils de chauffagie de refroidissement des process
industriels. Le profil de gélatinisation obtenu estenregistrement de la viscosité en fonction
de la température, de la vitesse de cisaillemetiti é¢mps. Ces profils (figure 18) fournissent
une multitude d’informations dont notamment la ténapure de gélatinisation, le pic de
viscosité (Vamadevan and Bertoft, 2015). On petemgue le pic de viscosité de I'amidon de
pomme de terre est le plus important (550 RVU) g@nparaison avec les autres amidons
testés. Cette différence est attribuée aux groppesphates estérifiés présents dans I'amidon
de pomme de terre et a une plus grande quantitéytbae solubilisée dans la phase continue
en raison du fort degré de gonflement des graiamidlon de pomme de terre (Vamadevan
and Bertoft, 2015). Le pic de viscosité est uneureesiu pouvoir épaississant de I'amidon.
Par contre, la perte de viscosité suite au picistmosité est plus importante pour I'amidon de
pomme de terre que pour les autres amidons. Qdtiemation est indicative de la faible
résistance de I'amidon de pomme de terre a la @uig$ au cisaillement, par rapport aux
autres amidons testés (Bauer, Badoud et al., 2010).
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Le gonflement des grains d’amidon et la solubiisatde 'amylose et amylopectine sont
affectés par les conditions de traitement thermamiécie, la concentration en amidon et la
présence d’autres constituants dans le milieu. miation de I'un des facteurs entraine une
modification de la structure des suspensions d’amid

v Influence de la température et de la durée deffarm

Plus la température est élevée, plus la quantaéngdose solubilisée et le gonflement des
grains sont importants (Keetels, van Vliet et 4896). La viscosité des empois d’amidon
augmente avec le gonflement des grains. Si la teahpé continue a augmenter, les grains
résiduels éclatent provoquant une chute de la sitgcd_a température de chauffage affecte
également la vitesse de rétrogradation et dondriectare de I'amidon (Doublier, 1981;
Doublier, 1987).

v Influence de la vitesse de cisaillement

Une agitation modérée lors de la gélatinisatiomésessaire pour éviter la sédimentation des
grains d’amidon. En jouant sur la vitesse de desagnt, il est possible de modifier
considérablement la solubilisation des macromo&cuDoublier (1981) a montré que la
vitesse de cisaillement agit en complément duetnzint thermique et permet ainsi d’obtenir
des solubilités, des taux de gonflement et desistamses variables. Cette dépendance est
influencée par le type d'amidon utilisé et sa comion. Mais l'augmentation du
cisaillement conduit souvent a une altération deing et a la libération d’amylopectine en
solution.

v Influence de la concentration en amidon

En dessous d’une concentration seuil en amidoimeésta 6 % (m / m) par Ring (1985), les
grains d’amidon peuvent arriver a leur stade deflgment maximal sans remplir la totalité
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du volume disponible. Au-dessus de cette concemtraeuil, leur gonflement est limité. Les
grains gonflés sont alors imbriqués les uns damslgres réduisant ainsi la solubilisation de
'amylose.

Doublier (1987) a montré que les propriétés rhéglogs d’empois d’amidon sont gouvernées
par deux parameétres principaux : la concentratienlal phase continue et la fraction
volumique de la phase continue elle-méme dépenddetda déformabilité des grains

d’amidon gonflés de la phase dispersée. Cet aatpuoposé d’estimer la fraction volumique
d’'une suspension de grains d’amidon gonflé (ng)é& partir des valeurs de solubilité et du
pouvoir gonflant des grains d’amidon. Selon la ualde la fraction volumique des grains
gonflés (p), trois types de comportement ont été observés :

- @ < 0,7: régime dilué. La viscosité du systeme dépprincipalement de la fraction
volumique des grains d’amidon gonflés.

- 0,7 <@ < 0,9: régime concentré. Le comportement rhéqglogiest fonction de la fraction
volumique, de la concentration de la phase dispetde la déformabilité du grain d’amidon.

- > 0,9 : régime hautement concentré. Il y a unssetaent maximal des grains gonflés.

Il faut souligner que cette description suppose lgaggrains d’amidon sont trés déformables
de telle fagcon que leur entassement aboutit a cogpation a peu pres complete de I'espace
disponible. Par ailleurs, la fraction volumiqu® fie peut pas excéder 'unité puisque cela
signifierait que toutes les particules gonfléesupecaient tout I'espace. La détermination des
indices de gonflement et de solubilité est la bdesda description structurale des systemes.
Les conditions du traitement thermomécanique cmmdient les quantités d’amylose et
d’amylopectine solubilisées, ainsi que le gonflemaes grains d’amidon. Par conséquent,
elles ont une influence importante sur les propséhéologiques des empois amylaceés.

v Influence de la présence d’autres constituants idamslieu

Dans les aliments ou I'amidon est présent, |la mpéattion et la rétrogradation de I'amidon
sont modulées par la teneur en eau réeellement rdpoet par la présence d’autres
macromolécules. En effet, les protéines, les Igide sel et le saccharose affectent la
gélatinisation de I'amidon (Olkku and Rha, 1978slhydrocolloides sont également connus
pour affecter la gélatinisation et la rétrogradati@ I'amidon. Ces propriétés sont importantes
dans le développement de produits alimentairesustgarticulierement dans la modification
de la texture des systémes alimentaires compd@tkaderis, Arvanitoyannis et al., 1997).
En effet, les associations amidons avec les mooéghes ou les hydrocolloides ont pour but
de renforcer les propriétés épaississantes ouiaggét et de pallier les inconvénients de
synérése (Buléon, Colonna et al., 1990).

De nombreuses synergies entre I'amidon et les leptladdes tels que les galactomannanes,
carraghénanes, ou encore gomme xanthane ont é@ntiéss (Christianson, Hodge et al.,
1981; Biliaderis, Arvanitoyannis et al., 1997; Bavaska, Sikora et al., 2011; SulaBabi

et al., 2011). Elles se traduisent par une augrtientde la viscosité des suspensions mixtes
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amidon - hydrocolloide, une réduction de la syreérés une modification de la vitesse de
rétrogradation de I'amidon (Buléon, Colonna et #90). L’'ampleur de ces changements est
liée a la nature de I'amidon et de I'hydrocolloidglisé ainsi qu’a leurs concentrations
respectives (Buléon, Colonna et al., 1990; Bilisggjekrvanitoyannis et al., 1997). Un focus
sur les matrices mixtes amidon — glucomannane dg@&aest développé dans le chapitre 1.3
« systeme mixte amidon — glucomannane de konjac.

Enfin, la présence de ligands susceptibles de eomplavec I'amylose peut également
affecter la gélatinisation et la rétrogradation lanidon (Hoover and Hadziyev, 1981;
Eliasson and Krog, 1985). Cette partie sera dépélepdans le chapitre 2 « interactions
amidon - composeés volatils »

1.2.3.2 Gélification et rétrogradation

Apres traitement thermique, le refroidissement dampois d'amidon provoque une
insolubilisation des macromolécules d’amylose ethd/lopectine, une séparation de phases
liées a leur incompatibilité puis une recristaliiga (tendance a un retour a un état organisé)
(Kalichevsky and Ring, 1987; Boursier, 2005). Clastétrogradation.

Lors du refroidissement de I'empois d’amidon, & aoecentration supérieure ou égale a 6 %
(m/ m), une augmentation de la viscosité est eBgemboutissant tres rapidement a la
formation a froid d’'un gel opaque mixte formé d’'ystease continue d’amylose emprisonnant
des fantdmes de grains riches en amylopectineréig@) (Miles, Morris et al., 1985).
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Ce gel est un réseau tridimensionnel stabilis@gpfmrmation de liaisons hydrogénes entre les
chaines de résidus glucosyls. La gélification s@fie en deux étapes : le passage d'une
pelote statistique a un enroulement double hélices I'association de plusieurs doubles

hélices conduisent & une cristallisation. Cett@etteonduit généralement a une libération

d'eau, phénomeéne appelé synérése.

Miles, Morris et al. (1985) ont montré que la r@madation de 'amidon est successivement
dominée par le comportement de I'amylose puis dni dde I'amylopectine. L'amylose
gélifie en quelques heures. L'amylopectine quardlla se réorganise en plusieurs jours
(figure 19). La vitesse de rétrogradation est diatplus rapide que la température finale est
basse et que la difféerence entre la températurechdmiffage et la température aprés
refroidissement est basse.

Les spectres des gels d’amylose et des gels d'amglime obtenus par la diffraction des
rayons X montrent que la recristallisation de I'dosg et celle de 'amylopectine sont de type
B. La température de fusion pour le gel d’amylosesitue vers 120°C - 140°C. C’est un gel
stable. A I'opposé, la température de fusion peugél d’amylopectine se situe vers 45°C.
C’est un gel instable (Miles, Morris et al., 1985).

L’unique donnée bibliographique relatant une éteidiiee 'amidon de konjac présent dans les
tubercules et le glucomannane de konjac est peseatans les travaux de Dorthe (2005).
L’auteur a comparé les viscosités en écoulemensdiesgions de glucomannane de konjac a
10 g/L contenant de 0 a 1,1 % (m/m) d’amidon dejdmmpres traitement thermique par
autoclave. Aucune différence de valeur de viscosi#été observée. Ce résultat suppose
gu'aucune synergie en matiere de viscosité n'exemére I'amidon de konjac et le
glucomannane de konjac.

Tous les résultats présentés a partir de ce patagant été obtenus a partir de glucomannane
de konjac purifié. Plusieurs études ont montrépact du glucomannane de konjac lors de la
gélatinisation de I'amidon.

Le glucomannane de konjac est caractérisé par tarelg affinité pour I'eau et un grand

volume hydrodynamique. En raison de ces caradtpres, comme la plupart des

hydrocolloides, le glucomannane de konjac ne pestgg&nétrer dans le grain d’amidon. Il

reste ainsi localisé dans la phase continue quoueatles grains d’amidon. Pendant
'empesage, le gonflement des grains d’amidon &rgrane réduction du volume disponible
pour I'hydrocolloide entrainant ainsi une augmeatatde sa concentration dans la phase
continue (Alloncle, Lefebvre et al., 1989).

L’effet de I'ajout de glucomannane de konjac aatightes teneurs (0,4 % a 1,5 % m/ m) a été
etudié lors de la gélatinisation de divers amiddnle, mais, mais cireux et tapioca (gel a 7 %
m/ m) (Bahnassey and Breene, 1994). Pour cettie étle Rapid Visco-Analyser(RVA,
Perten, Suéde) a été utilisé. Pour tous les amidtamsviscosité a augmenté. Cette
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augmentation est croissante avec la concentratiggilueomannane de konjac. Xu, Zhong et
al. (2012) ont confirmé ces résultats en étudiaffet de I'ajout de glucomannane de konjac -
1%, 2 % et 3 % par rapport a la quantité d'amideur la gélatinisation d’amidon de mais
(8%, m/v) au moyen dun rhéometre. L’ajout csaist de glucomannane de konjac
augmente le pic de viscosité des matrices. Une anttion de 46 % du pic de viscosité est
observée en passant de 1 % et 2 % de glucomanmakengac (figure 20). Par contre, la
température de gélatinisation n’est pas affectéxi Gontre que la capacité de rétention
d’eau du glucomannane de konjac n'affecte pastisse initiale de gonflement des grains
d’amidon.
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Figure 20 : Courbes de gélatinisation de systemesnalon de mais - glucomannane de konjac. La viscoéitde la
dispersion a 8 % d’amidon de mais et celle des disgsions contenant un ajout de 1 %, 2 % et 3 % de gtomannane
de konjac ont été obtenues au moyen d’'un rhéometrée trait plein correspond au profil de température (Xu, Zhong
et al., 2012).

Khanna et Tester (2006) ont étudié I'effet du ghmeonane de konjac sur la gélatinisation de
différents amidons (malis cireux, mais, mais a fiameur en amylose et pomme de terre) par
analyse enthalpique différentielle. L'ajout de glo@nnane de konjac, quel que soit I'amidon
testé, a provoqué une diminution de I'enthalpiegétatinisation et un décalage du pic de
gélatinisation vers des températures plus élev€es. résultats s’expliqueraient par une
gélatinisation incompléte de I'amidon en présene glucomannane de konjac qui
diminuerait la quantité d’eau disponible nécessainegonflement du grain d’amidon. Le
méme résultat a été obtenu via une autre méth@halyse. En effet, Funami, Kataoka et al.
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(2005) ont étudié l'effet du glucomannane de konfa®d % m/v) sur la gélatinisation

d’amidon de blé (5 % m/v) en dosant notammerjuantité d’amylose solubilisée dans la
phase continue par dosage spectrophotométriquee domgueur d’'onde de 620 nm apres
coloration avec une solution ¢4KI. Les résultats montrent que peu d’amyloseté& é
solubilisée. Les résultats suggérent que l'augntientale la viscosité de la phase continue
empéche la diffusion de 'amylose hors du grainnmddon diminuant de fait la quantité

d’amylose libérée.

L'influence de l'ajout de 0,5% (m/m) de glucomane de konjac sur la structure
microscopique d’'un gel d’amidon de riz (8 %, m /ang¢té étudié par Charoenrein, Tatirat et
al. (2010). Les matrices ont été colorées par ohgisn de FITC - dextrane (isothiocyanate
de fluorescéine — dextrane) puis observées paosuopie confocale a balayage laser. Dans
une matrice de riz sans glucomannane de konjagra@ss d’amidon gonflés sont proches, ce
qui facilite leur association. L'ajout de 0,5 % glacomannane de konjac engendre des grains
d’amidon moins gonflés, équitablement répartisagtqpnséquent un réseau moins dense.

Un lien peut étre fait entre ces observations msmopiques et des mesures rhéologiques
dynamiques. Yoshimura, Takaya et al. (1998b) ontliétles propriétés rhéologiques de

suspensions mixtes d’amidon de mais et de glucoamende konjac (concentration totale en

polysaccharide 3,5 % (m/ m) avec des ratios ama®mmais / glucomannane de konjac de
10/0, 9/1, 8/2, 7/3, 6/4). lls ont montré que legimannane de konjac n’interagissait pas en
synergie avec I'amidon de mais pour promouvoirolanfation d’'une structure ordonnée. lls

ont obtenu un gel composite ou le glucomannane aiga& est dispersé dans la phase
continue. Le comportement rhéologique des mélaagagon de mais — glucomannane de
konjac est intermédiaire entre celui d’une solutitenpolymeére concentrée et celui d’'un gel

faible.

Toutes ces études montrent que la présence denghmc@ne de konjac dans une suspension
d’amidon perturbe la gélatinisation de I'amidonimohution du gonflement des grains
d’amidon et par conséquent diminution de la quantitamylose solubilisée. L'ajout de
glucomannane de konjac a augmenté la viscosité deidpension d’amidon de pomme de
terre aboutissant a gel de faible structuratiorculie synergie entre les deux polysaccharides
n'a été mise en évidence.

D’autres études ont montré I'impact du glucomanndaméonjac lors de la rétrogradation de
I'amidon.

Yoshimura, Takaya et al. (1996) ont étudié les pétgs physiques de gels mixtes d’amidon
de mais et de glucomannane de konjac (concentritial®e en polysaccharide 15 % (m / m),
ratio amidon / glucomannane de konjac 13,5/ 1,&) méologie dynamique et analyse
enthalpique différentielle. Les auteurs ont égal@métudié I'effet du glucomannane de

konjac sur la production de synérése. La capa@t@éétention d’eau du glucomannane de
konjac empéche l'apparition de synérese. La réadeagion de I'amidon de mais est favorisée
par le glucomannane de konjac qui absorbe I'eagedumixte lors d'un stockage de courte
durée (1 a 3 jours). Au-dela de sept jours de sigekla rétrogradation de 'amidon de mais
est ralentie par le glucomannane de konjac. Ceiatepeut interagir avec 'amylose ou
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'amylopectine et empéche la formation d'une suet ordonnée retardant ainsi la
réorganisation des molécules d’amylopectine. De ep@minami, Kataoka et al. (2005) ont
observé la rétrogradation d’'un gel mixte amidonbtie- glucomannane de konjac (0,5 %
m/v) par analyse enthalpique différentielle ealgse rhéologique. lls ont montré, qu’en
raison des propriétés épaississantes du glucomandankonjac et de ses capacités de
rétention d’eau, la concentration de I'amylose danghase continue augmente, accélérant la
rétrogradation « a court terme », c’est-a-diredaogradation de I'amylose. Par contre, le
glucomannane de konjac ralentit la rétrogradateitiagnidon a « long terme », c’est-a-dire la
rétrogradation de 'amylopectine. Khanna et Teg@&006) ont également montré par analyse
enthalpique différentielle que le glucomannane dmjdc inhibait la rétrogradation de
I'amylopectine présent dans I'amidon apres un stgekpendant 28 jours a une température
inférieure a 5°C. Le comportement du glucomannam&ahjac est similaire a une barriére
physique pour empécher I'association des chaiaesylipectine. Cependant, selon I'origine
botanique et la nature de I'amidon, les résultarsent. En effet, & concentration équivalente
en amidon (2% m/m), l'ajout de 1% (m/m) daicginannane de konjac a presque
completement inhibé la rétrogradation des gels @lamde mais cireux (0,4 % d’amylose) et
d’amidon de mais a haute teneur en amylose (63 &myose). Par contre 10 % de
glucomannane de konjac ont été nécessaires pabeirla rétrogradation des gels d’amidon
de mais. Quant a 'amidon de pomme terre, la réddajion est progressivement ralentie par
l'addition du glucomannane de konjac. Cependamtiraioement aux autres amidons testés
dans I'étude, I'ajout de 10 % de glucomannanedgakon’a pas été suffisant pour inhiber sa
rétrogradation. Enfin, Xu, Zhong et al. (2012) également observé par analyse enthalpique
différentielle que le glucomannane de konjac ardétda rétrogradation de gels d’amidon de
mais en raison des interactions entre I'amidoe gtucomannane de konjac.

Huang, Kennedy et al. (2007) ont étudié I'effetqimntités croissantes de glucomannane de
konjac (0,1 % a 0,4 % m / m) sur les propriétéolidgiques de gels d’amidon de riz (3,5 %
m / m) par la méthode de I'analyse du profil deuex (TPA, Texture Profil Analysis) aprés
une nuit de stockage a 4°C. Les résultats ne nminaecune variation des parametres
rhéologiques quelle que soit la concentration deaghannane de konjac. Ce résultat a été
confirmé par Charoenrein, Tatirat et al. (2010) beteurs ont également montré que I'ajout
de glucomannane de konjac n‘augmente pas la ferdestégels contrairement a I'ajout de

gomme guar. Cette différence est due a la propmigtégélifiante du glucomannane de konjac
a faible concentration ou en absence d’alcalin.

En résuméje glucomannane de konjac a un impact sur la réadagion de I'amidon. &
présence de glucomannane de konjac dans des disgedsamidon limite I'apparition de
synérese de par sa capacité de rétention d’eaws IBarmgels mixtes amidon — glucomannane
de konjac, la rétrogradation de 'amylose est aréél et celle de 'amylopectine est ralentie.
Ce phénomene semble varier selon 'origine botanpil’amidon.

a7



Etat de I'art

2 Interactions amidon - composés volatils

En présence d’un ligand et sous certaines condities chaines linéaires d’amylose prennent
la forme d’'une simple hélice enroulée a gauchdilsé@e par liaison hydrogéne, et connue
sous le nom de V-amylose. Ce mode d’interaction aggielé complexe d’inclusion ou
encapsulation moléculaire. La cavité hydrophobe lddices peut accueillir des ligands de
petite taille. Alternativement, le ligand peut imdula simple hélice et étre localisé entre les
hélices (Nuessli, 1998).

La nature de ces ligands est variée : acide gtegplaiode, composés volatils. Schoch et
Williams (1944) sont les premiers auteurs a avoiils ran évidence les complexes

amylose - acide gras. Les complexes sont révessitlle peuvent étre formés pendant la
gélatinisation de I'amidon ou lors du refroidissetngui suit (Kugimiya and Donovan, 1981).

Ces complexes sont insolubles dans I'eau a temyéraimbiante. De plus, les complexes
formés ont la propriété de cristalliser au courdadeétrogradation. Les cristaux ainsi formés
peuvent étre de différents types et étre réveélateurtype d’interaction mis en jeu. Le fait que
les complexes amidon - ligand tendent a formeradgégats insolubles a été utilisé dans le
passé pour détecter la capacité complexante dedlijguge and Takeo, 1968). Toutes ces
propriétés ont permis d’étudier les complexes. texshniques de caractérisation et de
guantification le plus largement employées pouublé des complexes amylose - ligand sont :

- la diffraction des rayons X, qui permet de vérifiarformation de complexes et de
montrer I'état des arrangements cristallins et atnes de I'amidon et des complexes
amidon — ligand (Yamashita, 1965; Yamashita andiH¥966; Rondeau-Mouro, Le
Bail et al., 2004, Le Bail, Rondeau et al., 2005) ;

- lanalyse enthalpique différentielle qui permetsigvre la fusion et la formation des
complexes amidon — ligand (Biliaderis, Page et BH85; Nuessli, 1998; Le Ball,
Rondeau et al., 2005) ;

- la capacité de liaison a liode (Rutschmann andmSpl1990c), qui permet la
guantification des complexes amidon — ligand. Ceeitbnique présente I'inconvénient
majeur d'étre sensible aux compétitions éventueidse les composés d’'ardbme et les
lipides. Une autre technique de quantification basée sur I'extraction et la
détermination quantitative de ligand complexé aplésorption des ligands libres et
dégradation enzymatique de I'amidon. Ainsi leshisaines de liaisons peuvent étre
établis (Rutschmann, Heiniger et al., 1989) ;

A partir de ces techniques, les constantes d’asoci notées Ka sont calculées
(équation 1). Leurs valeurs déterminent I'nmporeardes interactions (Belitz and
Grosch, 1987).

Ka= [complexe matrice — ligand] Equation 1:

[matrice]-[ligand]

- les méthodes rhéologiques, qui donnent des infeomatde I'impact de la
complexation a un niveau macroscopique et micragoep(Doublier, 1987; Alloncle,
Lefebvre et al., 1989; Nuessli, Conde-Petit etl#l95).
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- la modélisation moléculaire qui permet de préda® daractéristiques structurales de
'amylose et de I'amylopectine ainsi que les int#ians entre I'amidon et les ligands
(Imberty and Pérez, 1989; Godet, Tran et al., 19®8nel and Lichtenthaler, 2000;
Biais, 2006)

Les ligands endogenes (lipides contenus notammams tes amidons de céréales) et les
ligands exogénes peuvent complexer 'amylose laua traitement thermique. Pour notre
étude, 'amidon de pomme de terre a été choisamom de sa teneur négligeable en lipides
(ligand endogene). Par conséquent, cet état deebBaicentré uniquement sur les « complexes
amidon - ligand exogene », ce dernier étant legposds volatils.

Selon la législation (Journal officiel de I'Unionrepéenne, 2008b), les composés d’arbme
sont définis comme des produits non destinés a étre consommeés e, ltasont ajoutés
aux denrées alimentaires pour leur conférer uneuod®/ou un godt ou modifier ceux-ci. lls
sont issus ou constitués des catégories suivargebstances aromatisantes, préparations
aromatisantes, arébmes obtenus par traitement trogre)i ardmes de fumée, précurseurs
d’arbme ou autres arbmes ou leurs meélanges. Onndnpar substance aromatisante une
substance chimique définie possédant des proprét@aatisantes. On entend par substance
aromatisante naturelle une substance aromatisafierme par des procédés physiques,
enzymatiques ou microbiologiques appropriés, aipaté matiére végétale, animale ou
microbiologique prises en l'état ou apres leur tsémrmation pour la consommation
humaine. On entend par précurseur d’arbme est wayit ne possédant pas nécessairement
lui-méme des propriétés aromatisantes ajouté imdantllement & une denrée alimentaire
dans le seul but de produire un arébme par décontposou par réaction avec d'autres
composants pendant la transformation alimentaire

Cette |égislation ne s’applique pas aux substaagast exclusivement un godt sucré, acide
ou salé ainsi qu'aux mélanges d’épices et/ou déweripaiches, séchées ou surgelées, aux
meélanges de thés et/ou infusions.

La croissance de l'industrie des arbmes est estenée 4 a 6 % par an. Cette croissance est
tres largement liée au développement des ProdlitseAtaires Intermédiaires (PAI) et a la
mise sur le marché de toute une gamme d’alimestdtait de I'assemblage de ces produits
alimentaires intermédiaires comme par exempleytens aromatisé au crabe, a la langouste
ou au homard, les desserts lactés a la vanillaugwaedmes de fruits, les sauces déshydratées
prétes a I'emploi (Crouzet, 1998).

Les composés d’'arbme sont présents dans les atineentrés faibles quantités (10 a 15
mg/kg). Cependant, ils sont souvent présents angii@nd nombre. On dénombre ainsi 360
composés dans I'arbme de fraise, plus de 600 delns du café et 850 dans celui du vin
(Crouzet, 1998). Les composés d’arbme peuvent rbgaile étre ajoutés pour compenser la
perte pendant la fabrication, ou pour renforcerdse aromatique de I'aliment.
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2.1.1 Définition et caractéristiques physicochimiques

Les composés d’arbme sont des molécules organdgufsble masse moléculaire (< 400 Da)
dont la tension de vapeur a la pression atmospigral a la température ambiante est
suffisamment élevée pour qu'elles se retrouverdagtie a I'état de vapeur dans I'atmosphere
gazeuse et puissent, au contact de la muqueusti@igprovoquer un stimulus (Richard and
Multon, 1992). Ces molécules appartiennent a difftgs classes chimiques : alcools, éthers
ou oxydes, aldéhydes, cétones, acides carboxyligsésrs, amines, amides, hydrocarbures et
divers hétérocycles.

Plusieurs parametres permettent de caractériseofeposés d’arbme purs :

- L’hydrophobie
L’hydrophobie représente I'absence d’affinité demmposé pour un milieu aqueux. Elle est
souvent caractérisée par le log P, P étant le icaaft de partage du soluté entre I'eau et le
n - octanol a température constante. Plus le coénpasme hydrophobie élevée, plus la valeur
de log P augmente. Une valeur négative indiquealaatére hydrophile de la molécule
(Seuvre, Goubet et al., 2002).

- La solubilité
La solubilité d’'une molécule est son aptitude amfer avec les molécules de solvant une
phase homogéne a une température donnée.

- La pression de vapeur saturante
La pression de vapeur saturante représente lailitélatune molécule a une température
donnée. Plus un composé a une valeur de pressioamiur saturante élevée, plus il se
libérera aisément vers la phase vapeur.

2.1.2 Utilisation de solvants supports

Afin d'étre incorporés dans les aliments a des entrations acceptables pour le
consommateur, les composés d'arobme sont dilués dasssolvants supports. Les plus
couramment utilisés sont : I'éthanol, les huilegétéles, le propylene glycol et la triacétine
(DGCCREF, 2006). lls sont considérés comme des itglditmentaires et sont donc soumis a
réglementation. Par exemple, la teneur du propytgyeol (E1520) est limitée a 1 g/kg de
denrée alimentaire (Journal officiel de I'Union@péenne, 2008a). Le support de préparation
aromatisant peut également étre sous forme de @oudctose, sel, maltodextrines, gel de
silice, amidons modifiés (Crouzet, 1998).

Le choix du solvant support va dépendre de la pates composés d’ardbme et de la nature de
la matrice. Le choix du solvant n’est pas neutrg-asvis de la rétention des composés
d’ardme. Belingheri, Ferillo et al. (2015) ont &td'impact du propylene glycol, de la
triacétine et de triglycérides a chaines moyenoetagétention de 10 composés d’arébme aux
propriétés physicochimiques différentes (butyrdtghyle, a - pinene, camphéene, myrcene,
a - terpinéneyy - terpinene, cymend - ocymene, estragol, - ionone) introduits dans une
matrice amylacée. Les études ont éte faites elysmaénsorielle et par analyse de I'espace de
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téte par microextraction sur phase solide (SPMEd3$thase MicroExtraction). La rétention
des composés d’arbme- pinéne, myrcéney - terpinene, cymend - ocymene, estragol et

B - ionone avec le propylene glycol est trés fadsiecomparaison de la rétention obtenue avec
les deux autres solvants supports. Un solvant derifgosimilaire aux molécules présentes
doit donc étre choisi.

Une deuxieme étude réalisée cette fois avec un aséngarbme hydrophile, la diacétine, en
présence de propyléne glycol, de triacétine, dgytérides a chaines moyennes ou encore
d’éthanol, confirme ces résultats (Belingheri, Cattal., 2012). La rétention de la diacétine
augmente avec la polarité du solvant utilisé. Leewars ont également suivi la stabilité de
cette rétention & trois et six mois. A trois méas;étention diminue significativement de 50 %
avec la triacétine et de 60 % avec les triglycéridechaines moyennes. Sur cette méme
période, cette rétention diminue également av@edpylene glycol et I'éthanol mais de fagcon
moindre, respectivement de 15 % et 22 %. A six maigétention de la diacétine avec le
propyléne glycol est équivalente a celle obtentrwia mois. La polarité du solvant est donc
un facteur clé pour la rétention des composés diarét pour sa stabilité dans le temps.

En plus de leur interaction avec les composés iardes solvants supports de composés
d’arbme ne sont pas neutres vis-a-vis de la matbeefortes interactions entre I'éthanol et
I'amidon (Dries, Gomand et al., 2016) et entre depglene glycol et 'amidon (Biais, 2006)
ont été mises en évidence.

Les méthodes de mesure des interactions amidampases volatils peuvent étre basées sur
les propriétés physicochimiques des composés islaé libération des composés volatils est
influencée notamment par des mécanismes thermodgunasqui reposent sur le partage des
composés d'ardbme entre la matrice et la phase gazmus des conditions d’équilibre (De

Roos, 1994).

A I'équilibre gaz / matrice, le constituaingést présent dans les deux phases.
La pression partielle du composé i en solutiongm)tsuit la loi de Henri (équation 2).
P;= xi'yi- P’ Equation 2
Avec X représentant la fraction molaire du compiodéns la matrice

P? représentant la pression de vapeur saturanterdpassi

yj représentant le coefficient d’activité du compadséC’est un coefficient sans
dimension qui rend compte des forces de répulsitre des molécules de soluté de méme
nature ou de nature différente, des interactiohgée solvant, de I'effet des autres phases et
des interfaces, de la température et de la predsiécart relatif par rapport a 1 mesure I'écart
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du systéeme par rapport a I'idéalité d’'une soluticmmesure d'un coefficient d'activité égal a
1 traduit 'absence d’interactions entre les conggafardéme et matrice.

La pression partielle du composéans la phase gazeuse (notg duit I'équation 3 en
supposant que la phase gazeuse soit un gaz parfait

P;j=yjP Equation 3
Avecy;j représentant la fraction molaire du compiodéns la phase gazeuse

P représentant la pression totale dans le systgmages{on atmosphérique)

En combinant les équations 2 et 3, le coefficiéattilité y; est défini par I'équation 4.

Equation 4

2=

Yi =

CIE

i

Le rapport% correspond au coefficient de partage vapeur /iogatexprimé en fraction

molaire (Créuzet, 1998). A partir de I'analyse dephase vapeur et de la phase liquide a
I'équilibre, il est ainsi possible de calculer efficient de partage.

Différentes méthodes d’analyse de la phase vapmupelée également espace de téte,
existent. Elles peuvent étre classées en deuxaréédtableau 4).

Tableau 4 : Méthodes de mesure des coefficients derfage gaz / matrice.

Méthodes d’analyse de I'espace de téte

Statiques Dynamiques

Directes Indirectes

Dilution exponentielle

Analyse de I'espace de téte par la méthode
« purge and trap »

Analyse de Méthode de variation

'espace de téte | du rapport de phase | gpectrométrie de masse couplée a la réaction
(prelevement  (PRV, Phase Ratio | 4e ransfert de proton - Spectrométrie de masse
gazeux ou SPME) Variation) (PTR-MS)

Spectrométrie de masse couplée a I'ionisation
chimique a pression atmosphérique (APCI-MS)
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Les méthodes utilisées sont statiques si la messirg2alisée a I'équilibre thermodynamique,
ou dynamiques si I'équilibre thermodynamique njeest atteint au moment de la mesure.

2.2.1 Méthodes statiques d’analyse de I'espace de téte

L’'analyse de I'espace de téte a I'équilibre thergmainique est la technique la plus commune
et la plus simple. Une fois que I'équilibre thermpodmique est atteint, c’est-a-dire a partir du
moment ou I'équilibre entre les molécules en sotutt les molécules dans la phase gazeuse
est atteint, un volume donné de la phase vapeupréktvé et analysé en chromatographie
gazeuse (Arvisenet, 2001; Savary, 2006). Ainsiuantgté des composés d’arbme dans la
phase gazeuse est connue. La détermination ddgcmyes de partage air / matrice permet de
mettre en évidence les interactions qui peuverdt@xentre un composeé et les constituants
d’'un milieu. Cela se traduit par une diminution chefficient de partage par rapport a la
valeur obtenue dans I'eau. A I'équilibre thermodyigue, la structure et la texture n'ont plus
d’effet sur la volatilité des composés d’ardbme. teefficient de partage dépend alors
uniqguement de la composition de la matrice. lladsts possible de calculer un pourcentage
de rétention selon I'équation 5. Une valeur positimdique que le composé d’'arbme est
retenu par la matrice.

K eau—K matrice

Rétention = Equation 5

K eau

Cette technique nécessite des échantillons assezeminés. Depuis les années 1996, la
microextraction en phase solide (SPME, Solid Pi®seoExtraction) est une technique de
plus en plus utilisée pour analyser la phase vafdurat, Gourrat et al., 2012; Nguyen,
Lafarge et al., 2014). C'est une méthode d’extoactisans solvant qui respecte
'environnement et la structure des échantillores composés sont extraits par adsorption sur
une fibre de silice fondue revétue d’'un polymerar@dt and Pellerin, 2003). L'extraction des
composés a partir de I'espace de téte introduitéquilibre supplémentaire. Des études
interlaboratoires ont été réalisées pour validéiedechnique. Dans I'une d’entre elles, onze
laboratoires américains et européens ont pris pédssai en analysant des échantillons de
pesticides dont la concentration était de l'orde guelques parties par trillion (ppt).
L'exactitude et les études de répétabilité / repobibilité se sont révélées satisfaisantes.
D’autres études de validation selon les normes ¢80 été conduites sur des composeés
organiques volatils dans I'eau par comparaison séegenéthodes normalisées : « purge and
trap » et analyse de I'espace de téte en modestatia linéarité de la microextraction en
phase solide est aussi bonne que celles obtengeslew autres techniques (Alpendurada,
2000; Burgot and Pellerin, 2003).

Bien qu’indirecte, la méthode de variation du rapple phase (PRV, Phase ratio volume) est
encore plus simple a mettre en ceuvre car il n'ast pEcessaire de réaliser le dosage des
composés d’'arbme contenus dans la matrice contraitea la méthode de I'analyse de
'espace de téte décrite ci-dessus. De plus, Btrpas nécessaire de réaliser une calibration
externe du chromatographe en phase gazeuse. Céttoda repose sur le fait que la
concentration des composés d’arbme dans l'espacéétdevarie en fonction du ratio
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volumique phase gazeuse / phase matrice alorsajaedfficient de partage reste constant
(Savary, 2006). Par comparaison avec les perforesade I'analyse de I'espace de téte en
mode direct, la méthode de variation du rapporpligse s’est montrée plus précise (Athes,
Pefa y Lillo et al., 2004).

2.2.2 Méthodes dynamiques d’analyse de I’espace de téte

Le mode dynamique de l'analyse de I'espace dea@¢e la technique « purge and trap »

consiste en un balayage de la matrice par un gaiteirLes composés volatils entrainés par le
gaz vecteur sont alors piégés a froid sur un peege0°C, puis le chauffage du piege désorbe
les composés d'arbme. Leur quantification est afaite par analyse chromatographique

(Cayot, Taisant et al., 1998; Savary, 2006). Urepetde calibration est nécessaire de la
méme facon que pour 'analyse de I'espace de téteagle statique.

La dilution exponentielle suit I'épuisement dansdmps du composé présent dans la matrice
par balayage avec un gaz inerte. La concentratiaromposés d’ardme dans la phase gazeuse
diminue de facon exponentielle en fonction du ter(ipsngourieux and Crouzet, 1994;
Jouquand, Ducruet et al., 2006).

De nouvelles techniques d’analyse de l'espace de ¢& mode dynamique ont été
développées ces dernieres années telles que kampétrie de masse couplée a la réaction de
transfert de proton - Spectrométrie de masse (PVIR,-Proton Transfert Reaction - Mass
Spectrometry) (Tietz, Buettner et al.,, 2008) ouorisation chimique a pression
atmosphérique - Spectrométrie de masse (APCI - M8nospheric Pressure Chemical
lonisation - Mass Spectrometry) (Aznar, Tsachakiakt 2004). A partir des courbes de
libération obtenues, des modeles mathématiquesniségaes basés sur les équations de
transfert de matiere peuvent étre appliqués. Le eteodde Harrisson et Hills est
particulierement adapté a la libération des congposkardome par des solutions
macromoléculaires (Harrisson and Hills, 1997). Bermdele, le coefficient de partage et le
coefficient de transfert de masse peuvent étreite(liafarge, Bard et al., 2008).

Toutes ces techniques peuvent s’appliquer pour tgoss de matrices. Par contre, pour
I'étude des interactions dans des matrices peuakdes, les mesures de sorption (Le Thanh,
Thibeaudeau et al., 1992), et la chromatographierge en phase gazeuse (Boutboul,
Giampaoli et al., 2002) sont plus adaptées.

Toutes les méthodes citées dans le tableau 4 genmhde mettre en évidence et de quantifier
les interactions physicochimiques entre les conmgpd&rdme et les autres constituants par la
détermination d’'un pourcentage de rétention oua’gumantité de composés d’arbme fixés par
la matrice, mais elles ne permettent pas d’idemtia nature des interactions mises en jeu.
Les méthodes spectrales telles que l'analyse gudjua différentielle, la diffraction des
rayons X sont complémentaires et permettent d’itienta nature des interactions mises en
jeu. Elles seront abordées dans le chapitre suivant
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2.3.1 Complexe amylose - composés volatils

Dans la littérature, différents types de Vamyloseéié décrits et caractérisés. Des complexes
dont la structure est spécifique de I'agent comgabéx I'iode (Bluhm and Zugenmaier, 1981),
le diméthyle sulfoxide (Winter and Sarko, 1974hyHlroxyde de potassium (Sarko and
Biloski, 1980) et le bromure de potassium - ont ddérits. Ces complexes possedent une
hélice simple gauche constituée de six résidusogkipar tour. Chaque structure de complexe
est spécifique du ligand. Pour ces quatre comp)dxagent complexant est a l'intérieur de la
cavité de I'amylose.

Excepté ces quatre complexes spécifiques, le tygmyose le plus connu et le plus décrit est
le type Vh amylose (h = hydraté). L'amylose se @nés en simple hélice gauche constituée
de six résidus glucose par tour d’un diamétre eetele 13,5 A (Buleon, Duprat et al., 1984;

Brisson, Chanzy et al., 1991; Immel and LichterghaP000). Des interactions hydrogenes
intramoléculaires stabilisent I'hélice d’amylosendJ cavité hydrophobe, d'un diamétre

interne de 5,4 A (Immel and Lichtenthaler, 20003t éormée par l'arrangement des

groupements (CH) hydroxyles vers l'intérieur et dgeupements (OH) hydrophiles vers

I'extérieur de I'hélice.

Trois autres structures cristallines ont été idigets : Vbutanol, Visopropanol et Vnaphtol.
Vbutanol, Visopropanol présentent également 6 vésglucose par tour mais avec un espace
inter - hélice variable. Vnaphtol présente une &nfglice avec huit résidus par tour.

Helbert (1994) a proposé une classification de amaplexes cristallins en deux familles
appelées V6 et V8 dans lesquelles 6 et 8 repréddrt@ombre de résidus glucose par tour.
Le type V6 est subdivisé en trois selon le modeidgeage du ligand et de I'espace entre les
hélices.

- Pour le type V6I (équivalant au type Vh), les ligarsont piégés seulement a
l'intérieur de la cavité hydrophobe de I'hélice.tt@estructure est induite par
des molécules linéaires telles que les alcoolsiliag, les acides gras qui sont
alors inclus dans I'hélice (Le Bail, Rondeau et &005). Cependant, le
piégeage de la molécule dans I'hélice requiert longueur minimale de la
chaine aliphatique (Godet, Tran et al., 1993). diesensions de la maille de
type V6l différent selon les auteurs : a = 1,37 tns 2,37 nm, ¢ = 0,80 nm
selon Rappenecker et Zugenmaier (1981) ou a =rin87b = 1,37 nm, ¢ =
0,80 nm selon Brisson et al.,(1991).

- Pour les types V6Il (équivalant au Vbutanol), lemhds peuvent étre piégés
entre les hélices et dans les hélices (Escher,dNustsal., 2000; Rondeau-
Mouro, Le Bail et al., 2004). En effet, a la diféce du type V6I, dans la
maille cristalline d’amylose de type V6II les siraplhélices d’amylose sont
séparées les unes des autres d’'une distance de@fmettant une inclusion
de molécules entre les hélices (Helbert and Chat®384). Les dimensions de
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la maille de type V6Il sont : a = 2,74 nm, b = 2168, ¢ = 0,80 nm (Helbert
and Chanzy, 1994).

- Vel (équivalant au Visopropanol), les ligands pent étre piégés entre les
hélices et dans les hélices. La distance entrsimegles hélices d’amylose est
plus importante dans le type V6IIl par rapport yetV6ll (Buléon, Delage et
al., 1990). Les dimensions de la maille de typelM&int : a = 2,83 nm, b =
2,93 nm, ¢ = 0,80 nm (Buléon, Delage et al., 1990).

Rares sont les études portant sur le complexe\gp&ette structure est caractérisée par un
diamétre interne de I'hélice de 8A, pour une hékcéwuit résidus glucose par tour. Ce
diametre interne plus important permettrait l'irmin de ligand plus volumineux
(Ruschmann and Solms, 1990). Les dimensions daillerde type V8 sonta =2,28 nm, b =
2,28 nm, ¢ = 0,78 (Cardoso, Putaux et al., 2007).

Les trois grands types de complexes cristallins, Wall, V6lll présentent des spectres de
diffraction des rayons X caractéristiques (figutg 2

- Le type V6l est caractérisé par les angle$2= 1,54.10° m) = 7,4°, 12,9° ; 19,8° et
22,4°,

- Le type V6l est caractérisé par les anglés(R = 1,54.10° m) = 7,3; 9,4°, 12°;
13,4;16,5;18;20;20,8;21,2et22,1.

- Le type V6lIl est caractérisé par les anglég®=1,54.10°m) = 6,9 : 8,8°,9,6 ; 10 ;
11,1;12,5;13;15,2;17;18,1;19,2; 19295 et 25,2 (Biais, 2006).

Figure 21 : Représentation schématique des complexee type V6I, V61l et V6III et leur localisation inter et intra
hélices (Biais, 2006)
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Le tableau 5 recense quelques exemples de comgiaséme complexant 'amylose de type
V6l, V6Il ou V6IlIl. Un méme composé d'ardbme peuteétaractérisé par différents types
V-amylose selon les auteurs. Par exemple, le cowmple amylose —hexanal » a été
caractérisé comme type V6l et V6Il. Le complexemylose - hexanoate d'éthyle » a été
caractérisé comme type V6Il et V6IIl. Ces différemamontrent que selon les conditions
expérimentales (température, vitesse d’agitatimmcentrations...) les ligands peuvent se
comporter differemment avec I'amylose (Nuessli, aBut et al.,, 2003; Biais, 2006;

Itthisoponkul, Mitchell et al., 2007; Yeo, Thompseinal., 2016).

Ethanol

Décanal

Hexanal

Lactone

Propylene glycok
Acide décanoique
Butanol

Hexanal*
3-butene-1-ol*
Hexanol*
Hexanoate d’éthyle
Acide hexanoique
Isopropanol
Menthone
Fenchone
Géraniol

Thymol

Linalol

Hexanoate d’éthyle
o-decalactone

V6l

V6l

Volll

Les types V6II et V6III peuvent se convertir endyp6l sous I'action du séchage (Le Bail,
Rondeau et al., 2005). Biais (2006) a montré égahthors des lavages des complexes par un
mélange éthanol / eau que le type V6l était plablstque les types V6II et V6IIl. Au cours
des lavages, une transition du type V6Il en Vadetype V6l en V6l a été observée. Une
partie des ligands entre les hélices est facilen&imiinée au cours des lavages. Les
molécules piégées entre les hélices semblent dae@gir moins fortement avec I'amylose
gue celles présentes a l'intérieur de I'hélice.utéar a également mis en évidence que le type
V6l est moins sensible a I'’hydrolyse enzymatique kps types V6l et V6lIII.

Rondeau - Mouro, Le Bail et al. (2004) ont montue qous les complexes V6lIl, soumis a
des lavages a I'éthanol, se comportaient de fagéigrehte. Le complexe « amylose —
linalol » de type V6IIl n'a pas été impacté pas lavages a I'éthanol (figure 22) alors qu’'une
transition du type V6IIl en V6l a été observée ptaurcomplexe « amylose — menthone »
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(figure 23). La stabilité du complexe « amylosénalbl » serait due a une association plus
forte avec 'amylose que le complexe « amylose Athwne ».

Intensité

‘5 ..w..‘.ls,...zo...ZS.A..:‘O

Angle de diffraction (2 theta)

Figure 22 : Diagrammes de diffraction du complexe rmylose — linalol conditionné par désorption a une & = 0,75 (a)
et du complexe amylose — linalol lavé a I'éthanolvant d’étre conditionné par désorption a Aw = 0,75b) (Rondeau-
Mouro, Le Bail et al., 2004).

Intensité

Angle de diffraction (2 theta)

Figure 23 : Diagrammes de diffraction du complexe mylose — menthone conditionné par désorption a undw = 0,75
(a) et du complexe amylose — menthone lavé a I'étinal avant d’étre conditionné par désorption a Aw =0,75 (b)
(Rondeau-Mouro, Le Bail et al., 2004).

Les complexes d’'inclusion se forment a partir decemtrations faibles en ligand. En effet,
Osman-Ismail et Solms (1973) ont observé des mtésia des concentrations relativement
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faibles variant de 0,2 & 4 g'lselon la nature des composés d’ardbme, dans dpersisns
d’amidon a 1 %. Cette concentration est propreadeb composé d’arbme et correspond a la
concentration nécessaire pour initier I'interactiemtre les composés volatils et I'amylose
(Yeo, Thompson et al.,, 2016). La fixation des pexes molécules de ligand induit des
changements de conformation de I'amylose augmefi&ffihité de celle-ci pour le ligand
(Rutschmann and Solms, 1990b), et permettant lagptla propagation et de stabilisation de
la conformation hélicoidale. Selon Nuessli (1998),a 100 mmoles de ligands par mole
d’équivalent glucose sont nécessaires pour saegdrelices.

Enfin, si toutes les conditions sont favorablea @dmplexation, la vitesse de cette réaction
peut étre tres rapide (de I'ordre de quelques ragou dizaines de minutes). En revanche, la
cristallisation est un phénomeéne nécessitant pltsieeures (Biais, 2006).

Il existe toutefois des composeés inaptes a forrasradmplexes comme par exemple l'acétate
d’éthyle (Arvisenet, Le Bail et al., 2002), ou lerizaldéhyde (Biais, 2006). Cette propriété
dépend de la nature des molécules, de ses prappysicochimiques (polarité, taille). Kuge
et Takeo (1968) ont montré que la majorité desaddctorment des complexes d’inclusion
avec I'amylose. Les cétones et les aldéhydes antcdmportements variables. Ces résultats
sont confirmés par les travaux d’ltthisoponkul, dhiell et al. (2007). Les auteurs ont montré
par analyse enthalpique différentielle que les @kavaient une plus grande capacité a
complexer I'amylose que les cétones. Leur capadi&é complexation augmente avec
'allongement de la chaine carbonée. Selon Kugea&eo (1968), la solubilité des ligands
n’est pas le seul paramétre a prendre en comptedgberminer la capacité de complexation,
mais également I'hydrophobie des molécules. Yeopnison et al. (2016) ont étudié
comment I’hydrophobie, la solubilité et la concatibn des composés d’arbme étaient liees
aux complexes d’inclusion d’amidon de mais a haeteur en amylose. Les auteurs ont
montré que la formation des complexes d'inclusionsain de leur systéme d’étude était
gouvernée par I'hydrophobie des composés d’arbma ebncentration critique en ligand,
déterminées respectivement par la mesure des deetf de partage octanol —eau et
lanalyse de l'espace de téte. Méme si le compdaédme présente une hydrophobie
adéequate pour favoriser la complexation, une cdraon critique en composés d'ardme
(solubilité) est également nécessaire. Dans laudeé{figure 24), sur les neufs composeés
d’arbme testés, seuls le menthol, la menthone ethyenol avaient une concentration
suffisante et une hydrophobie adéquate pour obtang forte rétention, associée a
I'établissement de complexes d’inclusion.
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Ruschmann et Solms (1990d; 1990a) ont étudié kmdtbon de complexes d’inclusion en
systeme ternaire dans des dispersions d’amidorodene de terre a 1 % et en présence de
deux ligands de natures différentes : soit deux pms@s d’'ardbme soit un mélange «de
monostéarate de glycérol et de composé darbmelusiedrs comportements de
complexation ont été observés : compétition (dansak du mélange « menthone — naphtol »
et « menthone - monostéarate de glycérol ») et rgime(dans le cas du mélange
« menthone - limonéne » a concentrations équivedgnt

Les travaux de Pozo-Bayon, Biais et al. (2008) igaeht I'apparition de phénoménes
compétitifs entre les composés darbme vis-a-vis kEmylose. Les complexes

« amylose - mélange d’acide décanoique (type Vi6d) -adecalactone (type V6lIl) » ont été
étudiés par analyse de diffraction aux rayons Xffébents ratios du mélange « acide
décanoique eb - decalactone » ont été étudiés. Avec un mélar@é5B, la structure

cristalline obtenue est de type V6I. Au-dela d&%@'®t 85 % de& - decalactone, la présence
des deux composés d’ardbme induit une structurgmie\6ll.

La co-complexation (comportement synergique) abgervée dans des dispersions d’amidon
de mais natif a haute teneur en amylose (Yeo, Teompt al., 2016). La rétention du thymol
et de la menthone en mélange était supérieurerétdation de ces deux composés ajoutés
seuls. Les auteurs ont également montré que leném® ne formait pas de complexe
d’inclusion avec I'amidon. Par contre, il formaiesdi complexes lorsqu’il était ajouté en
mélange avec la menthone ou le thymol. Le mécanmmgosé par les auteurs est présenté
en figure 25. L’'augmentation de la rétention dudimane en présence soit de la menthone ou
du thymol pourrait étre due a la présence de seripitices stables en raison de la présence
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de menthone ou thymol. Ces simples hélices seraiers en mesure d’accueillir le limonene.
Le limonenepourrait alors avoir une aussi forte affinité daidon avec I'amidon que le
thymol ou la menthone.
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En revanche, Wulff, Avgeanki et al., (2005) ont rmérgque les complexes avec trois ligands
pouvaient impacter la co-complexation. En effetglaantité de molécules complexées en
mélange était plus faible comparée a celle obteavec les molécules complexées

individuellement. Les auteurs recommandent de pe¢paus les complexes individuellement

et de les mélanger ensuite pour obtenir le bougumhatique désiré. La méme étude a été
réalisée mais a des concentrations cent fois pib#ek (concentration « alimentaire ») (Tietz,

Buettner et al., 2008). Aucune interaction compéjtsynergigue ou antagoniste n'a été

observée. Selon les auteurs, la concentrationgamdi serait trop faible pour observer ce

phénomene, le nombre de sites de liaison dispanitiant largement excédentaire dans ce
cas.

Les complexes amylose - ligand peuvent égalememt @&tis en évidence par analyse
enthalpique différentielle. Deux montées successeretempérature sont effectuées avec des
rampes de l'ordre de 1 & 3°C/min. Un refroidisseimest effectué entre les deux montées,
généralement avec une rampe plus rapide, de l'od#rel0°C/min. La formation de
complexes amylose - composé d’arbme est therma@i@éler tout comme les complexes
amylose - lipide (Biliaderis, Page et al., 1985;Bal, Rondeau et al., 2005). L’endotherme
obtenu lors de la premiére montée en températtingibse pour mettre en évidence la fusion
de complexes pendant le process alors que I'endoéhebtenu lors de la deuxieme montée
en température montre la fusion des complexes ®ioré du refroidissement. L'exotherme
observé lors du refroidissement est utile pour iétuld recristallisation des complexes (Le
Bail, Rondeau et al., 2005). Biliaderis et Gallowa989) ont mis en évidence deux formes de
complexes : le type | et le type Il. La forme | m@mpondrait a la forme amorphe caractérisée
par des températures de fusion a basse tempé(@81€)0°C) alors que le complexe de type
Il correspondrait a la forme cristalline caracteipar des températures de fusion a plus haute
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température (113-115°C). Ceci a été confirmé pafiffaaction aux rayons X : le type | ne
présente pas de diagramme caractéristique et pomrésait donc a des complexes a I'état
amorphe.

Itthisoponkul, Mitchell et al. (2007) ont étudiésleomplexes d’inclusion d’alcools et de

cétones dans une suspension d’amidon de tapiolm Benature du composé d’ardme et les
conditions expérimentales, des complexes de tgidllont été mis en évidence. Un écart de
température de fusion d’environ 10 a 30°C peut ébrgervé entre le type | et le type I

(Whittam, Orford et al., 1989; Itthisoponkul, Mitlhet al., 2007).

La diffraction aux rayons X et I'analyse enthalmagifférentielle ne sont pas adaptées pour
détecter les complexes amidon — composés volatifaitde niveau de complexation de
I'amylose. C’est la raison pour laquelle de fortesicentrations d'aréme sont appliquées lors
de ces analyses.

La localisation des ligands dans les complexes @sBy composés volatils est complexe.
Selon Biais (2006), I'organisation du polymére didmse est semi-cristalline : alternance de
régions semi-cristallines et de régions amorphes tégions semi-cristallines sont elles-
mémes constituées de lamelles cristallines etrdellas amorphes (figure 26).

Région amorphe

Région semi-cristalline

|

essssssssssssssss——mu Lamelle cristalline

| Lamelle amorphe

Lorsque I'amylose est complexée avec un ligandjiaglest localisé soit dans les régions

amorphes, soit dans les régions semi-cristallibeEms ces dernieres, le ligand peut étre
localisé dans les lamelles cristallines ou amorphesschéma présenté en figure 27 résume
les différentes localisations possibles du ligamdisdl'une des régions semi-cristallines de
I'amylose.
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2.3.2 Complexe amylopectine - composés volatils

Bien que la complexation des ligands ait lieu ppatement avec I'amylose, des interactions
avec I'amylopectine ne sont pas a exclure. Eliagsdijunger (1988) ainsi que Gudmundsson
et Eliasson (1990) ont montré, par analyse enthadpidifférentielle, la formation de
complexes entre l'amylopectine et un émulsifianbd{sm dodécyle sulfate, SDS).
L’expérience a été réalisée a partir d’'une suspensire d’amylopectine. Cette complexation
a été confirmée par la diffraction aux rayons Xles échantillons avaient une signature du
type Vamylose. Cependant, la complexation ligana®ylopectine est restreinte dans un
mélange mixte d’amylose et d’amylopectine. La caxration avec 'amylose s’établirait en
premier. Cependant la complexation simultanémept d\lamylose et 'amylopectine n’est
pas a exclure. Selon les auteurs, les branchesnegtele I'amylopectine prennent une
structure hélicoidale et forment des complexesctlision avec les ligands. Ces conclusions
rejoignent celles de Rustschmann, Heiniger etl@B9) et Rutschmann et Solms (1990b). En
étudiant I'inclusion de composé d’arbme avec I'amsgl, ils ont remarqué la formation de
liaisons supplémentaires de faible stabilité eisgmée de concentrations élevées en ligand. lls
ont émis I'hypothese d’une inclusion de composédaree a l'intérieur de branches externes
non ramifiées de I'amylopectine.

Des complexes obtenus a partir de solutions puessyibpectine et d’émulsifiants ont été
mis en évidence par analyse enthalpique différémt{&udmundsson and Eliasson, 1990).
Ceci est en accord avec Heinemann, Escher etG3J2jui ont mis en évidence la présence
de complexes entre des solutions pures damylapectle pomme de terre et la
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0 - dodécalactone par diffraction aux rayons X etsumes rhéologiques dynamiques.
Cependant, les complexes d’amylopectine se formaranoins facilement que les complexes
d’amylose (Evans, 1986; Gudmundsson and Elias€g81); Heinemann, Escher et al., 2003).

Morrison, Tester et al. (1993) affirment que l'irgetion entre les ligands et 'amylopectine ne
peut pas étre de la nature des complexes d’inclusia taille des chaines extérieures non
ramifiées d’amylopectine est trop petite. Bien ges chaines puissent prendre une structure
hélicoidale, le nombre de tours formés serait figarit pour accueillir un ligand. De méme,
selon Nuessli, Handschin et al. (2000), les chaft@®ylopectine sont en mesure de former
des interactions avec les eémulsifiants (monostéadat glycérol), mais la nature de ces
interactions reste a élucider.

D’autres études suggeérent I'existence d'interasti@mtre I'amylopectine et les ligands.
Arvisenet, Le Bail et al. (2002) ont étudié la réten du linalol, de I'hexanoate d’éthyle et de
'acétate d’éthyle par une suspension d’amidon désrireux (pauvre en amylose, teneur en
amylose d’environ 1 %). Leurs résultats suggereéétablissement d’interactions entre
I'amylopectine et le linalol ou 'hexanoate d’éthylL’acétate d’isoamyle, connu comme étant
une molécule non complexante de I'amidon, interégidlement avec I'amylopectine. Les
mémes conclusions sur la probabilité d’interactmtre I'amylopectine et I'acétate d’éthyle
ont été faites suite & une étude des interactiotme aotamment I'acétate d’éthyle et I'amidon
de mais en utilisant la technique par dilution exadielle (Langourieux and Crouzet, 1994).
Par contre, par analyse enthalpique différentiellesune complexation avec I'amylopectine
n’'a été montrée dans une suspension d’amidon deaimaux en présence de n - octanol et de
n - octyl acétate (Golovnya, Yuryev et al., 2001).

Pour conclure, une étude récente sur les propriletdisisons a I'iode des chaines internes et
externes de I'amylopectine a mis en évidence, gq@e¥sence d’iode, toutes les chaines
d’amylopectine prenaient une structure hélicoiddla. complexation avec l'iode a été
observée avec les chaines internes et externasndelécule d’amylopectine (Shen, Bertoft et
al., 2013; Bertoft, Annor et al., 2016).

Comme nous venons de le voir, les composés d’andeseent étre piégés par complexe
d’inclusion avec I'amylose. lIs se situent alor§iggtérieur de la cavité hélicoidale ou dans
l'espace entre les hélices. Les composés d’arbmé @assi potentiellement piégés par
'amylopectine mais la nature des interactions miee jeu reste a élucider. Des composes
d’arbme peuvent également étre présents dans resllés amorphes des complexes semi-
cristallins. Des liaisons hydrogenes pourraienttakér entre le groupe hydroxyle de
'amylose et les composés d’ardbme (Arvisenet, Lé 8aal., 2002; Boutboul, Giampaoli et
al., 2002).
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Les interactions physicochimiques qui s’établissentre un composé d'arbme et les
constituants de la matrice sont des liaisons daefanergie et réversibles. Ces interactions
physicochimiques vont se traduire a I'échelle msoopique par des modifications des
équilibres thermodynamiques qui régissent certaipespriétés comme la volatilité, la

solubilité, entrainant une modification de la peto sensorielle de laliment. Les

principales interactions physicochimiques rencadréentre les composés darbme et
'amidon sont :

- Les forces de Van der Waals. Ellssnt de trés faible énergie (0,8 & 2 kJ. ipket
existent lorsque les atomes sont tres prochesfdiess générent un potentiel attractif
entre les molécules. Les électrons qui circuletdw@udu noyau d’un atome créent des
dipéles électriques. Ces dipbles électriques géherechamp électrique qui influence
les électrons d’une seconde molécule (Adrian, Pettas., 1995; Bauer, Badoud et al.,
2010).

- Les interactions dipéle - dipble appelées égalenietdractions hydrogenes. Elles
s’établissent entre un atome électronégatif (oxggamote) et un atome d’hydrogene
(10 & 40 kJ.md!). Les interactions hydrogéne peuvent étre intrémdhires et
intermoléculaires.

- Les interactions hydrophobes. Ce ne sont pas agamt parler des liaisons. Les
molécules apolaires fuient 'eau en s’agrégearniuksant ainsi les molécules d’eau de
leur environnement immédiat. Ces interactions gebautant plus fortes que la
quantité¢ d'eau exclue sera importante (3 & 5 kJyndles molécules apolaires
s’associeraient par des liaisons de Van der Wadlslee molécules d'eau
s’associeraient par des interactions hydrogénesigAdPotus et al., 1995; Bauer,
Badoud et al., 2010).

Une autre hypothése concernant la rétention depasds d’ardbme est I'effet « structure des
matrices ». En effet, la matrice alimentaire pegalément interagir avec les composés
d’'arbme par des mécanismes physiques : « enfermiendgs molécules d’ardbme dans les
mailles d’'un réseau de macromolécules pour lesiceatgélifiées. Plus le gel sera ferme et
structuré, et moins la vitesse de libération despmsés d’ardbme sera importante (Roberts,
Elmore et al., 1996). De méme, l'augmentation de viacosité d’'une solution de
polysaccharide géne la mobilité des molécules diar@t entraine une diminution de la
vitesse de libération des composés d’arbme daspdte de téte (Pangborn and Szczesniak,
1974).

Les interactions physicochimiques spécifiques auearre les composés d’aréme et 'amidon
et les propriétés physicochimiques des composéérda gouvernent en partie la rétention
des composés d’'arbme.

L’influence des interactions entre I’hexanal, I'aewl, let-2-hexenal, I'2-hexanone (a faible
concentration, 25 ppm) et une dispersion d’amidenpdmme de terre (3%, m/m) a été
étudiée en mesurant la rétention des composés ntkarpar la méthode de dilution
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exponentielle (Jouquand, Ducruet et al., 2006). pamalléle, la mise en évidence de la
complexation a été réalisée par analyse enthalglifézentielle et analyse de diffraction aux
rayons X. L'étude a été réalisée sur des dispessaoomatisées avec un composé d’arébme. La
rétention de I'hexanal, dii2-hexenal et de I’hexanol est d’environ de 30 &satjue celle du
2-hexanone est faible (environ 10 %). Le 2-hexanoeeforme pas de complexe avec
'amidon de pomme de terre (type B). Ceci peut iggalr la faible rétention de ce composé
d’arébme. Dans le cas de I'hexanol et de l'hexamas deux composés forment des
interactions avec I'amidon de pomme de terre (iypd). Leur forte rétention pourrait étre
expliquée par ces complexes d’inclusion.tiZhexenal a une faible affinité pour I'amylose.
L’analyse en diffraction aux rayons X montre ungnsiture de type B avec trace de V6I. La
rétention de ce composé est équivalente a cellinebeanol et de I’hexanal. Ce résultat met
en avant l'impact des interactions physicochimiquesc l'amylose (autres que des
complexes d’inclusion) et/ou avec I'amylopectine.

Arvisenet, Le Bail et al. (2002) ont mesuré la méten de I'acétate d'éthyle, de I'hexanoate
d’éthyle et du linalol dans des gels a 7 % (m dajnidon a teneurs en amylose différentes :
amidon de mais (26 % amylose), amidon de maisxcife% amylose) et amidon de mais
riche en amylose (58 % amylose). Les matrices tdtaéomatisées uniqguement avec un
composé d’arbme. Dans les gels contenant de I'asayla rétention de I’hexanoate d’éthyle
(type V6III) et du linalol (type V6IIl) sont sigridativement plus importantes que celle de
l'acétate d’éthyle (non complexant, type B). Daes Qels contenant peu d’amylose, la
rétention est significativement diminuée pour I'apmate d'éthyle et le linalol. Cette

différence de rétention s’expliquerait par la fotima des complexes d’inclusion entre

'hexanoate d’éthyle - amylose et le linalol - ansg¢. Néanmoins, la quantité retenue de
composé n’est pas proportionnelle a la teneur eylcesm de 'amidon. Les auteurs émettent
deux hypothéses a ce phénomeéne : linfluence deexture et/ou les interactions avec

'amylopectine.

L'influence de l'amylopectine et celle de la quéitd’amidon sur la libération de 20
composés volatils ont été étudiées par analyse 'egpalce de téte a I'équilibre
thermodynamique (Van Ruth and King, 2003). Poutec&tude, des gels d’amidon de pomme
de terre a teneur variable (0%, 1%, 2%, 3 %, %65 % (m/v)) et de gels purs
d’amylopectine de pomme de terre aromatisés ave@1@®o (v/v) de chaque composé
d’arbme ont été réalisés. Les auteurs ont monti& lgufois la nature du polyoside et sa
concentration affectent significativement la likéra des composés volatils. L’'augmentation
de la concentration en amidon de pomme de terié éigélée avec une diminution du
coefficient de partage, donc une meilleure rétenties composés d’'arbme. Le phénomene
inverse est observé avec I'amylopectine. L'amidammtre donc une meilleure rétention des
composeés d’ardme que I'amylopectine. Comme I'amiderpomme de terre est composé de
80 % d’amylopectine et que les résultats obtenes des gels d’amylopectine pure montrent
une faible rétention des composeés volatils, leswataffirment que ce sont majoritairement
les complexes « amylose — composés d'ardbme » aqugnjoun role dans la rétention des
composés volatils par une matrice amylacée.
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Pozo-Bayon, Biais et al. (2008) ont essayé d'étaldi lien entre les interactions
amidon - composé d’arbme et la cinétique de lil@made ces composés d’arbme par analyse
de I'espace de téte en mode dynamique (piégeageoftmeére TenaX). Le modéle d’étude
est un modéle complexe : une génoise aromatisé¥ #m. / m) avec neuf composeés d’arbme
en mélange. La libération du butanoate d’éthylepkst importante que celle de I’hexanoate
d’éthyle. Cette différence s’expliquerait par laamgge volatilité du butanoate d'éthyle
comparée a celle de I'hnexanoate d’éthyle ou paafsmcité de complexation avec I'amylose
de 'hexanoate d’éthyle en type V6Il, contrairemantbutanoate d’éthyle (non complexant,
type B). Le cis-3-hexen-1-ol (type VG6II) montre taéme cinétique de libération que
I’hexanoate d’éthyle (type V6Il). Cependant, leprsfils de libération sont identiques a ceux
de molécules non complexantes aux propriétés pbgisimiques voisines, telles que
'acétoine ou le cinnamate de meéthyl. La libérataun propyléne glycol est nulle. Cela
pourrait s’expliquer par sa complexation de typwedc 'amylose. La dihydrocoumarine (type
V6IIl) et la vanilline (non complexant, type B) doles deux composés d’arbme les plus
rapidement libérés. La dihydrocoumarine est le aosgpl’aréme le moins retenu de tous. La
capacité de complexation de la dihydrocoumarinec di@mylose de signature V6IIl ne
semble pas favoriser sa rétention. Cette étudeemktmiéere que la combinaison de plusieurs
parametres pourrait expliquer en partie la rétente composés d’'arbme : les propriétés
physicochimiques des composés d’ardbme et le tym®agplexation.

En raison de ses propriétés technofonctionnell@gut d’amidon va augmenter la viscosité
d'une solution et, a haute concentration, aboutibnagel. Cette modification physique

provogue une réduction de la libération des conpaosdréme. Plusieurs études traitent de
limpact de la structure et de la texture surlteéétation des composeés d’arébme.

Boland, Buhr et al. (2004) ont suivi la libératide 11 composés d’arbme par analyse de
I'espace de téte en mode statique en faisant Vartexture des matrices par des formulations
différentes. La libération des composés d’arbmesiggtificativement affectée par la texture
des gels : les gels les plus rigides montrentua fdible rétention. Les deux gels de textures
similaires mais de compositions différentes (pecth amidon) montrent des différences de
libération. Les composés d’ardbme hydrophiles sanbdtage libérés dans les gels de pectines
gue dans les gels d’amidon alors que I'opposé lestreé pour les composés hydrophobes.
Ces différences sont attribuées aux interactiogsipbchimiques entre les composés d’arébme
et la matrice dans les gels d’amidon et dans lssdgepectine.

Cayot, Pretot et al. (2004) et Arvisenet (2001) é@ndié la libération de I'acétate d'isoamyle
a partir de dispersions d’amidon de mais standzrd4 amylose) et de dispersions d’amidon
de mais cireux (1 % amylose). Ce composé volatilceanu pour ne pas complexer avec
I'amidon. La vitesse de libération de I'acétatesddmyle est plus faible dans les matrices a
base d’amidon de mais standard. Ceci s’expliquelgsmapropriétés rhéologiques des deux
dispersions : 'amidon de mais standard forme dds fgrmes alors que I'amidon de mais
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cireux forme des solutions trés visqueuses. La d@tion d'un réseau geélifié d’amylose
limiterait la mobilité de I'acétate d’éthyle. Unelation positive entre la teneur en amylose
d’'un amidon et la rétention de I'acétate d’isoang/kegalement été mise en évidence.

L’'impact de la structure de dispersion d’amidonndais sur la libération du linalol (type
VG6lIl) et de I'acétate d’'isoamyle (non complexatype B) a été étudié par Lafarge, Bard, et
al. (2008). L'application d’'un cisaillement additizel en cours de process a permis d’obtenir
des matrices de structures différentes sans enfigrod formulation. Ce cisaillement
additionnel a induit une rupture des grains d’amigmgendrant une solubilisation totale de
'amylose et partielle de 'amylopectine. Ceci aup@onséquence une augmentation de la
viscosité de la phase continue. La rétention daldirest constante quelle que soit la structure
des systemes. Par contre, la rétention de l'acéte@amyle varie suivant la structure de la
matrice. La libération de l'acétate d’isoamyle de duspension soumise au cisaillement
additionnel est significativement plus faible quelle de la suspension non soumise au
cisaillement additionnel. L’augmentation de la t@nen matiére seche de la phase continue
en raison du cisaillement additionnel affecte lebitite@ de I'acétate d’isoamyle. La rétention
de I'acétate d’'isoamyle semble donc liée a la stinecde la matrice.

Les interactions amidon —ligand sont connues paffecter la gélatinisation et la
rétrogradation de I'amidon.

Vasiliadou, Raphaelides et al. (2015) ont étudiédact du moment d’ajout d’un acide gras a
des dispersions d’amidons de mais a haute teneamglose (70 % amylose). Le ligand a été
ajouté soit avant le chauffage de I'échantillort apres. Les auteurs ont montré que 'ajout de
ligand en début de process diminue le gonflemestgtains d’amidon et par conséquent
moins d’amylose est solubilisée et la viscositéatapois diminue. Par contre, si le ligand est
ajouté en fin de process, la viscosité de la sisperest intermédiaire entre celle du témoin et
celle de la matrice ou le ligand est ajouté avantHauffage. Selon les auteurs, comme les
complexes amylose - ligand occupent un plus pelitme hydrodynamique, la viscosité est
réduite. Des suspensions d’amidon de mais - aciélarigue (C18:0) ou d’amidon de
pois - acide stéarique (C18:0) ont été préparéegaenant I'acide gras en début ou en fin de
chauffage (Exarhopoulos and Raphaelides, 2012hdevation au microscope optique apres
coloration des matrices avec une solution d’iodgute 27) montre pour les deux amidons
gue l'ajout des ligands en début de process retrddestruction du grain d’amidon, ce
dernier étant moins gonflé. Selon Eliasson (19853pmplexation amidon - acide gras tend a
former un film insoluble a la surface des grainangidon retardant ainsi le transfert d’eau
vers le grain d’amidon et son gonflement.
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Amidon de mais standard — 85°C — ajout Amidon de mais standard — 85°C — ajout
C18 avant chauffage C18 aprés chauffage
. 1
|
Amidon de pois — 85°C — ajout C18 Amidon de pois — 85°C — ajout C18
avant chauffage aprés chauffage

Figure 28 : Observations microscopiques de suspenss d’amidon de mais standard ou d’amidon de poisuge a un
traitement thermique a 85°C. L’'acide stéarique (C18)a été ajouté avant le chauffage ou aprés le chaaffe. Les
matrices ont été colorées avec une solution d’'iodexarhopoulos and Raphaelides, 2012).

Par analyse de diffraction aux rayons X, Vasiligdeaphaelides et al. (2015) et Chang, He et
al. (2013) ont mis en évidence une cristallinitésgmportante dans les matrices ou le ligand a
été ajouté en fin de process par comparaison avegout en début de cuisson. Dans ces deux
études, le ratio amidon / ligand est compris eoing et six. Par contre, Exarhopoulos et
Raphaelides (2012) ont montré I'inverse : les roafiou le ligand a été ajouté en debut de
chauffage montraient une meilleure cristallinit@nd cette étude, le ratio amidon / ligand est
de deux. Les trois études montrent que le momezjowt de ligand impacte la structuration
des matrices. Actuellement aucun consensus n'akli é@ais le ratio amidon / ligand semble
jouer un réle.

Escher, Nuessli et al. (2000) ont montré que desardrations élevées en ligand modifiaient
les propriétés rhéologiqgues des dispersions agseutamidon. Cette complexation
amidon - ligand avec de fortes concentrations gantl a également une influence sur les
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propriétés colloidales de dispersions d'amidon.aCek manifeste visuellement sur

I'apparence des dispersions d’amidon (Nuessli, 1928 effet, suivant la nature du ligand,

I'apparence visuelle et les propriétés rhéologiqliese suspension d’amidon de pomme de
terre a 2 % varient. Les ligands ont été ajouté®xaes selon leur concentration critique
respective. La concentration critique correspoma @oncentration a laquelle toute 'amylose
est saturée. Cette valeur a été déterminée paétlaoate de capacité de liaison a 'iode. Trois
types de comportements rhéologiques, confirméspalyse rhéologigue dynamique, ont été
obtenus. La référence, dépourvue de ligand, esspeaente et liquide (figure 28).

Référence

Référence

Figure 29 : Apparence de dispersions d’amidon de pome de terre a 2 % non complexé et complexé avedtsde la
fenchone, de la menthone, ou du géraniol. Les ligaadont été ajoutés en exces par rapport a leur conaeation
critique respective (Nuessli, 1998).

L’échantillon contenant le fenchone se comporteroenun gel faible. La dispersion riche en
menthone présente les mémes caractéristiques digods que la référence (liquide).
Cependant, en raison de la complexation, la sugpeest trouble. Une séparation de phase
est observée dans les dispersions complexées avgéraniol. En se placant a une autre
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échelle d’observation, les analyses par diffrachor rayons X ont confirmé I'existence de
complexes d’inclusion de type V pour les trois cosgs d’'ardbme testés.

Toujours dans des conditions d’excés de ligandcdesplexes « amidon de pomme de terre —
lactone » ont été étudiés a un niveau microscepifja complexation a permis la formation
d'une structure cristalline de forme sphériques kphérulites. Ce sont des structures
supramoléculaires bien organisées, composées damybt pouvant atteindre des tailles de
100 pum. Elles sont constituées d'empilements debremm cristaux lamellaires, chaque
cristal étant séparé par une mince couche inteairédamorphe (Conde-Petit, Escher et al.,
2006). Selon les auteurs, les sphérulites sontmenat spécifiques de la complexation
amylose — ligand puisqu’ils n’existent pas dans despensions d’amidon en absence de
ligand. La croissance et la forme des sphérulistc@ntrélée par la concentration du ligand,
la concentration de I'amidon et les conditions expéntales (température, cinétique de
chauffage et de refroidissement) (Heinemann, Esethalr, 2003; Bhosale and Ziegler, 2010).
La formation des sphérulites est également posddois une matrice complexe de type créme
dessert composée de saccharose, de protéine dertainé et d’amidon (Heinemann, Zinsli et
al., 2005). Cependant, des sphérulites ont étéwsen absence de ligand. En effet, Ziegler,
Nordmark et al., (2003) ont démontré que des dsspes d’amidons (10 a 20 % (m/m)) de
type B ou C formaient facilement des sphérulitetesi un traitement thermique. Par contre,
aucune sphérulite n'a été observée dans les digpsrd’amidons de type A (mais cireux,
avoine, riz, tapioca). Le développement des sphésutst favorisé dans les amidons riches en
amylose. Enfin, la forme et la taille des sphéeglivvarient selon I'origine botanique de
I'amidon. La dispersion d’amidon d’haricot munggp@é C) présente des sphérulites de taille
uniforme (10-30 pum) avec de faible agglutinatioorsique la dispersion d’amidon de pomme
de terre présente des sphérulites de tailles variggglutinées.

A des concentrations en ligand de niveau alimestaiest-a-dire 50 a 100 fois plus faibles
gue dans les études précédentes, Lafarge, Batd(80@8) ont montré que I'ajout d’'acétate
d’isoamyle (non complexant) a une suspension d’amik mais ne modifie ni les propriétés
rhéologiques des empois d’amidon, ni les proprigtiégmseques du grain d’amidon (indice de
gonflement et indice de solubilité). Par contrgola de linalol (complexant de I'amylose)
modifie les propriétés d’écoulement des empoigs®plopriétés rhéologiques des gels lors de
la rétrogradation. Les matrices contenant du lingont moins bien structurées. Les
interactions linalol — amylose perturberaient voakentiraient la réorganisation de I'amylose
non complexée lors de la gélification et/ou dettaagradation.

L’influence des interactions physicochimiques sustructure a également été étudiée sur des
matrices complexes de type creme dessert, coregitdé saccharose, de poudre de lait
écrémé et d’'amidon (7 % (m / m)). Différents typé&midon de teneurs en amylose variables
ont été testés : amidon de mais standard, amidpordene de terre, amidon de mais cireux et
amidon de mais modifié. L'impact de I'ajout de lindme (complexant), de vanilline (non
complexant), de linalol (complexant) et d’acétateschmyle (non complexant) sur les
propriétés rhéologiques des suspensions a été éngsur différents tests rhéologiques :
pénétrométrie, compression a la fracture et medereiscosité (Cayot, Lafarge et al., 2000;
Arvisenet and Cayot, 2001). Aucun impact de l'ajoet ligand n'a été mis en évidence,
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excepté avec le linalol. En effet, la fermeté dedrives a été accentuée par la présence des
complexes « amidon - linalol ». Par contre, lorsindvieilissement accéléré des crémes
desserts par une succession de trois cycles deélediog / décongélation, seul I'acétate
d’'isoamyle a ralenti I'apparition de la rétrogradat(Cayot, Lafarge et al., 2000). Les auteurs
mettent en avant les interactions amylopectinetate d’'isoamyle pour expliquer ce résultat.
A l'opposé, lors d’un vieillissement naturel sur jirs, la quantité de synérése dans les
matrices non aromatisées augmente significativereértnéairement avec la durée. Les
mémes résultats sont observés pour les matricesatisees avec l'acétate d’isoamyle et
I'hexanoate d’éthyle. Par contre, la présence mdl a retardé de 48 heures I'apparition de
synérese. Les interactions linalol - amidon sentbheodifier la vitesse de rétrogradation de
I'amylopectine plutét que celle de 'amylose quidggoule en quelques heures (Arvisenet and
Cayot, 2001).

Nous venons de voir que la rétention des composédnde est largement influencée par la
nature et la concentration en composé d’ardme, Igsrinteractions physicochimiques

(spécifique ou non) et la structure de la matricest difficile de dissocier ces phénomenes.
De plus, l'ajout de composés d’arbme impacte laatgasation et la rétrogradation de

I'amidon. Ces différences de résultats montreniedgent I'importance des concentrations
d’amidon et de ligand mises en ceuvre, aboutissadesa cinétiques de complexations
différentes. Ces derniéres sont propres a chagqandi et dépendantes des conditions
opératoires. Il semblerait en effet gu'indépendamnee la concentration en ligand, ce

dernier se comporte comme agent de nucléationz(T2607). Une étude réalisée sur 24h, 48h
et 90h montre qu’il faut du temps pour atteindégilibre de la complexation des hélices
d’amylose et la mise en place d’'une structurattable (figure 29).

24 heures —— 48 heures 96 heures
Menthone / Complexe amylose - menthone
[
Concentration élevée v \i) NS
en composé d’arome < /)
50 mmol/'mol glucose ‘E_\
—e —e
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en composé d’ arome | ] .
5 mmol/'mol glucose l@\ MJ Amylopectine
&=
Concentration faible en lﬁ) 2 d 3 Mgkl_/& «1— Amylose
composé d’arome (@
0,05 mmol/mol ghicose Q “ ~ /S Y
i =V IS

v
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Une vue d’ensemble de linfluence des interactiamsdon - composé d’arbme a différents
niveaux d’organisation (moléculaire, microstructurecrostructure) selon différents niveaux
de concentration en menthone (complexant de typB)\#6été proposée par Tietz (2007). La
concentration critique pour la menthone est de Sohmol d’équivalent glucose. Ce schéma
(figure 30) est transposable a d’autres compos@&®mie en ajustant la concentration critique
propre a chaque ligand.

4 Niveau moléculaire Microstructure Macrostructure
Complexe stable Agrégation hélice Apparence Haute rétention
3 d’amylose - arome amylose — composé trouble d’aréme induite
2 stabilisé par d’arome. par agrégation
o association hélice - Formation d'un Complexation hélice - hélice
hélice réseau d’amylose induite par la
inter granulaire. gélatinisation
Partiellement arome - amidon
cristallisé Petites sphérulites
=] o
g 3
£ 3 .
s 5 Partiellement Partiellement
E = agrégées trouble
€ E Petites sphérulites
£ =
S E
@ £
2 =
S wn
o A
Complexes Séparation de phase Aspect trouble Faible rétention
) amylose— aréme - une zone riche en des composés
H réversible, soluble amylose et une zone Gel faible d’arome
- avec caractére riche en reflétant la
amorphe, amylopectine. faible force de
L'amylose est liaison etla
dispersée dans la réversibilité des
phase amylopectine interactions
arome-amidon

Echelle d’observation

Figure 31: Vue densemble de linfluence des intactions amidon - composé d'arbme a différents niveax
d’organisation (moléculaire, microstructure, macrogructure) selon différents niveaux de concentratioren menthone
(complexant de type V6lIl) (Tietz, 2007).

A des concentrations en ligand supérieures a lacergration critique, les complexes
« amylose — ligand » formés sont stables en ragmiagrégation des hélices d’amylose.
Cette agrégation tend a former des structures okt partiellement cristallines avec
présence de sphérulites. Cette structuration feewit la rétention des composés d’arome.
Les complexes ont une faible solubilité dans I'elan.conséquence directe, les complexes
« ligand — amylose » forment un réseau intergrareulgui tend a gélifier et la turbidité de
I’échantillon s’accentue.
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A des concentrations en ligand inférieures a lacentration critique, les complexes formés
ont une structure peu ordonnée. La liaison « complaadme — ligand » est réversible, ce qui
contribue a augmenter la libération des composésouiie. Les échantillons ont une
apparence trouble mais non opaque. Ceci confirmee rgéme a faible concentration en
ligand, comme celle utilisée dans les aliments rdagangements structurels ont lieu.

En vue d’applications industrielles, un parametrgartant est la stabilité des complexes
« amidon — ligand » dans le temps.

Wulff, Avgeanki et al. (2005) ont étudié la statdilide complexes d’inclusion « amylose —
hexanal ». Les complexes ont été obtenus par piteodn puis déshydratation. Les

complexes obtenus sont stables aux températuremm@ted et a des Aw inférieures a 0,5
pendant un an. Aucune dégradation oxydative n'aobgervée Ainsi, le stockage, sous ces
conditions, offre une bonne protection contre l'datfon et I'évaporation des composeés
d'arbme. Les tests de stabilité réalisés a une Awzdéro montrent une libération des
composés d’'ardbme a partir de températures supésieaur égales a 80°C (figure 31). Par
contre, si les complexes sont dilués dans de l{@alution aqueuse a 9% (m/v)), une
libération rapide des complexes est observée d&s @Qgure 32).

Aw =0

80°C

Libération hexenal (%)
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La stabilité du complexe menthone avec un amidohaate teneur en amylose (70 %
d’amylose) et du complexe menthol avec le méme amal été testée sous différents pH,
températures et durées de stockage (Ades, Kessatran 2012). Ces complexes de type
V6! ont été obtenus par précipitation puis lyogsation. Pour I'étude de I'effet du pH, les
complexes lyophilisés ont été réhydratés dans sigesolutions tampons de pH 3, 5, 7,2 ou 8.
La stabilité a été étudiée pendant 4 heures. Augariation n'est observée. Pour I'étude de
I'impact de la température, les complexes ont é§dratés dans une solution tampon de pH
7,2 et soumis a 4°C, 25°C, 50°C, 80°C pendant 4esed partir de 80°C, les complexes ne
sont plus stables. Ces résultats montrent qu'uokatee a 4°C n’est pas nécessaire pour
préserver la stabilité des complexes a pH 7,2.ifndtd de stabilité a 80°C confirme les
travaux cités précédemment de Wulff, Avgeanki et (aD05). La stabilité a 80°C des
complexes réhydratés a pH 7,2 est un atout popotintielles applications agroalimentaires
(par exemple stabilité lors d’'une pasteurisatidifin, la stabilité des complexes sur 120
jours a été étudiée a différentes Aw (0, 0,32 BBDet a différentes températures (4°C et
25°C). Quelles que soient les conditions, le compl@vec de la menthone est stable pendant
120 jours alors que le complexe avec du menthtd gable sur la méme période uniquement
a une Aw de 0,53. Le menthone forme des complekes giables avec I'amidon que le
menthol. Les mémes stabilités au pH et a la temyr&rant été obtenues avec le méme type
d’amidon et un ligand de type V6Ill (Cohen, Orlogaal., 2008). Le polymorphisme des
complexes d'inclusion formés ne semble pas impaetestabilité des complexes lors de
modifications de pH ni de température.
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Des complexes d’inclusion avec du thymol et du giétaet de 'amidon modifié ou de la
[ - cyclodextrine ont été obtenus par lyophilisatidocune dégradation oxydative du thymol
ni du géraniol n'a été observée par analyse enthapdifférentielle, quel que soit le
polymere testé (Mourtzinos, Kalogeropoulos et241Q8).

L’efficacité de I'encapsulation par divers matéwa(paroi de levure - cyclodextrine,
amidon modifié) pour protéger la curcumine des aégtions dues a la chaleur, a la lumiere
et a l'oxygene, a montré que tous les matériauxéseprotégent la curcumine contre
I'oxydation dans des environnements a humidit&ikedalevée. La cellule de levure offre une
meilleure protection que I'amidon - cyclodextrine contre les détériorations dues aux
réactions photochimiques et a la chaleur (Parankarateles et al., 2011). A nouveau, dans
cette étude, les complexes étaient sous forme ddr@oAucune étude sur la stabilité des
complexes d’inclusion amidon — composés d’aromes dbes matrices a forte teneur en eau
n'a été trouvée.

3 Conclusion de la synthese bibliographique

Le glucomannane de konjac, classé comme épaissis42ah (ii) a la propriété de développer
de fortes viscosités en raison de sa capacitéteetign d’eau nettement supérieure aux autres
polysaccharides utilisés en industrie agroalimeatdie glucomannane de konjac a un grand
potentiel en tant que matériau d’encapsulation a@®posés aromatisants. Sa capacité de
rétention de composés aromatisants est comparabétled des matériaux d’encapsulation
couramment utilisés lors des process d’atomisatmymme la gomme arabique ou la
maltodextrine.

L’amidon est également fréequemment utilisé commeérau d’encapsulation des composés
aromatisants. Notamment, I'amidon a la propriétécaer des complexes amylose - ligand
avec certains ligands. Ces complexes sont révessilils peuvent étre formés pendant la
gélatinisation de I'amidon ou lors du refroidissenet a partir de concentrations faibles en
ligand. Une caractéristique essentielle des coneglexamylose — ligand » est la formation
d’'une simple hélice d’'amylose enroulée a gauclahilsgée par interactions hydrogenes, et
connue sous le nom Vamylose. Il existe difféeregfses$ de structures pour cette amylose
complexée : V6I, V6Il, V6Ill, et V8. Lors de lavagiedes matrices ou d’hydrolyse

enzymatique, le type V6l est plus stable que IgesyV6ll et V6IIl. Néanmoins, certains

complexes V6IIl semblent plus stables que d'auti@stte stabilité serait due a une
association plus forte du ligand avec I'amyloseloSeles conditions expérimentales

(température, vitesse d’agitation, concentrationaemdon, ratio amylose / amylopectine,

concentration en ligand), les ligands peuvent sepaoter différemment avec 'amylose :

former ou pas des complexes d’inclusion avec I'asg présenter des polymorphismes
différents. Il existe toutefois des composés d’abénaptes a former des complexes.

Les composeés d’arbme sont retenus par les matarggacées par complexes d’inclusion
avec I'amylose. lIs se situent alors a l'intérieigrla cavité hélicoidale ou dans I'espace entre
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les hélices. Les composés d’ardbme pourraient apegentiellement interagirent avec

'amylopectine et/ou étre piégés dans la zone ahwrfn effet, la rétention des composés
d’ardme peut aussi étre due a la structure desiaesitrLa matrice peut interagir avec les
composés d’'arbme par des mécanismes physiquesediamrhent des molécules d’arbme
dans les mailles du réseau de macromolécules psunatrices gélifiées.

Enfin, la rétention des composés d'arbme dépendledgat de leurs propriétés
physicochimiques, du ratio amylose / amylopectide, la concentration en ligand et en
amidon. Les interactions composés d’arbme — amjeisturbent également la réorganisation
de l'amylose pendant la gélification et la rétrapiion, impactant par conséquent la
structuration des matrices d’'une échelle macrosempia une échelle moléculaire. Il est
difficile de dissocier tous ces phénomenes. Cepdridates les études montrent I'importance
des concentrations d’amidon et de ligand mises evrexet aboutissant a des cinétiques de
complexation différentes.

Les solvants supports des composés d’ardbme nepasnbeutres vis-a-vis de la matrice. lls
peuvent également créer des complexes dinclusieec d’amidon. Des phénomeénes
compétitifs, antagonistes ou synergiques existent.

Lorsque I'on constitue un systeme mixte amidonueginannane de konjac, la viscosité des
suspensions est augmentée. Par contre, I'ajouludergannane de konjac n'augmente pas la
fermeté des gels d’amidon en raison des proprigtés gélifiantes du glucomannane de
konjac a faible concentration ou en absence dialceé glucomannane de konjac n’interagit
pas en synergie avec I'amidon. En raison de seactaistigues physicochimiques, le
glucomannane de konjac ne peut pénétrer dans ile djeanidon. Il reste ainsi localisé dans
la phase continue qui entoure les grains d’amitilercomportement rhéologique du mélange
amidon - glucomannane de konjac est intermédiam&eeune solution de polymere
concentrée et un gel faible.

La gélatinisation de I'amidon est incompléte ensprice de glucomannane de konjac. Ce
dernier diminue la quantité d’eau disponible, augiada viscosité de la phase continue
limitant le gonflement du grain d’amidon. De fggu d’amylose est solubilisée.

La rétrogradation de I'amidon est également impagigr la présence de glucomannane de
konjac. La rétrogradation de 'amylose est promaiel@ glucomannane de konjac qui absorbe
leau du gel mixte. Puis dans un deuxieme tempsé@usupérieure a 3 jours), la
rétrogradation de I'amidon est ralentie par la @née du glucomannane de konjac. Il semble
interagir avec 'amylose ou I'amylopectine et entpta formation d’une structure ordonnée
retardant ainsi la réorganisation des moléculemyg@apectine. Le glucomannane de konjac
empéche l'apparition de synérése.

L'influence de la présence de glucomannane de kosia I'encapsulation moléculaire de
composeés volatils par de I'amidon n’est pas connue.

Ce travail de thése repose donc sur I'étude derladtion de complexes « ligand — amylose
d’amidon de pomme de terre » en présence de gluotana de konjac. L'ajout de ce
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polysaccharide doit permettre d’assurer une boradgliéé physique des matrices amidon de
pomme de terre - glucomannane de konjac en limitapparition de synérese. Selon les
travaux antérieurs, le glucomannane de konjac senabloir également un potentiel
intéressant d’encapsulation. L'étude de la sta@bpiysique des matrices amidon de pomme
de terre - glucomannane de konjac et de la stlilit piégeage des composés volatils seront
réalisées sur ces matrices riches en eau aux @répue solutions épaisses ou de gels faibles,
ce qui est une originalité par rapport aux étuddsiges dans ce domaine.
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Démarche expérimentale mise en ceuvre

DEMARCHE EXPERIMENTALE MISE EN
OEUVRE

Pour cette étude, les molécules d’intérét choiétaent des composés d’ardbme. Nous avons
travaillé a des concentrations alimentaires, cedire sensoriellement acceptables. Nous
étions donc loin de la concentration critique deplexation totale de I'amidon.

L'amidon de pomme de terre a été choisi en raissalteneur en lipides négligeable. Le
glucomannane de konjac utilisé pour I'étude était pes concentrations choisies de ces deux
polyosides étaient proches de celles d’'un prodiuitestaire type creme dessert simplifiee. La
concentration choisie pour le glucomannane de kaggpecte la réglementation en vigueur.

L’expression de la problématique de la these estiilgante : la présence de glucomannane de
konjac dans une matrice d’amidon de pomme de pam@et d’accroitre sa stabilité physique
sans inhiber I'encapsulation moléculaire de compabarome par 'amylose de pomme de
terre. Deux hypothéses sont a vérifier pour valwigte these :

- hypothéese N°1 : I'encapsulation moléculaire de coseg d’ardme dans une matrice
amidon de pomme de terre — glucomannane de kosjguossible.

- hypothéese N°2 : I'ajout de glucomannane de konpaél@re la stabilité physique des
matrices a base d’amidon de pomme de terre ealtdlitd du piégeage des composés
d’ardbme.

La démarche mise en ceuvre est présentée en figure 3

La premiere étape a consisté a caractériser la iomatamidon de pomme de
terre - glucomannane de konjac avant I'ajout depmmsés d’aréme.

Dans un deuxieme temps, des composés d’ardme é@@jaités a la matrice afin de valider

ou non I'hypothese N°1 : a savoir, est ce qu'’il pian encapsulation moléculaire entre les
composés d’'arbme de I'étude et 'amylose d’amidenpdmme de terre en présence de
glucomannane de konjac. Les composés d’arbme éndtatiés individuellement et non en

mélange. lls ont été choisis selon deux critétesr:capacité de complexation avec I'amylose
et leurs propriétés physicochimiques. Nous avonsgjuel les conditions opératoires influent

sur I'établissement des complexes amylose - ligetnslur le type de polymorphisme obtenu.
Pour notre étude, nous avons donc choisi d’ajoldsr composés d’arbme selon deux
modalités, en début et en fin de process.

Les coefficients de partage de chague composérd&arnt été déterminés afin de mettre en
evidence la présence d’interactions entre les ceggpd’aréme et les polyosides. Pour affiner
la compréhension des systemes, la localisaticm gudntification des composés d’arbme dans
les différentes phases de notre matrice d’étudeégaiement été abordées.
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Le solvant support des composés d’ardme choisi Egiropyléne glycol. Son interaction
potentielle avec 'amidon de pomme de terre a égate été étudiée.

Suspensions amidon de pomme de terre (5% m/m) — glucomannane de konjac (0,2% m/m)

Hypothése 1 Mise en évidence de la présence d’encapsulation moléculaire de
composés dardme par I'amylose de pomme de terre en présence de

glucomannane de konjac

Détermination de l'efficacité du piégeage des composés d’aréme

Hypothése 2 Stabilité du piégeage des composés d’aréme et stabilité physique des
matrices amidon de pomme de terre — glucomannane de konjac

Figure 34 : Représentation schématique de la démdre mise en ceuvre

Dans un troisieme temps, si I'’hypothéese N°1 sefieéria détermination de l'efficacité du
piégeage des composés d’arbme par la matrice «oandiel pomme de terre - glucomannane
de konjac » a été réalisée.

Dans un quatrieme temps, la stabilité du piégeagge abmposés d’ardbme par la matrice
« amidon de pomme de terre - glucomannane de kengicla stabilité physique de cette
matrice a été étudiée afin de valider I'hypotheS2.NPour cette étude, en raison des données
rares de la littérature sur la stabilité du piégedgs composés d’arbme dans des matrices a
forte teneur en eau, le choix a été fait de comsdes matrices a I'état de gel ou de solutions
épaisses. Nous aurons ainsi des informations suwstdhilité du piégeage des composés
d’ardbme dans un systéeme hydraté.
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A travers cette démarche expérimentale, différemteaux d’observation (macroscopique,
microscopique et moléculaire) ainsi que différenteoments d’analyse (pendant et
immédiatement en fin de process, a 24 heures,-delaude 24 heures) ont été utilisés et ont
permis une meilleure compréhension des phénoméate#sdu 6).

Tableau 6 : Echelles et moments d’analyses appliqués cours de la démarche expérimentale

Niveaux Méthodes Moments d’analyse

d’observations Pendant Fin 24H >
process  process 24H
Echelle Viscosimétrie X
macroscopique Rhéologie X X
Analyse physicochimique X X X
Microscopie optique X
Echelle Microscopie électronique a balayage X X
microscopique
Rhéologie dynamique X X
Echelle Analyse chromatographique X X
moléculaire  Diffraction des rayons X (WAXS) X
Analyse enthalpique différentielle X

81



Méthodes mise en osuvre

METHODES MISES EN OEUVRE

1 Préparation des matrices

Pour cette étude, I'amidon natif de pomme de tg®&gma Aldrich, S4251) et le
glucomannane de konjac (fourni par le Pr. Georgazeddick (Université de
Nouvelle - Galles du Sud, Sydney, Australie) ogtdtlisés.

L’amidon de pomme de terre se caractérise par tim amylose / amylopectine de 23/ 77 %
et une humidité relative de 18 % (Norme internalenSO 1666., 1996). Il a été choisi en
raison de sa teneur négligeable en lipides. Laaanation en amidon (5 % (m/m totale)) a
été choisie pour mimer les aliments tels qu’'uneneréessert.

Le glucomannane de konjac brut de notre étudespaititinitialement 30 % d’amidon (m/m).
Des lavages avec des solutions hydroalcooliques peninis d’obtenir une poudre de
glucomannane de konjac purifiée ne contenant plutodt d’amidon(Jianrong, Donghua et
al., 2009). Cette purification a également permabiegnir une poudre de glucomannane de
konjac sans odeur. Son humidité relative, déterenigé 105°C, était de 11 %. Le
glucomannane de konjac purifié était égalementctériaé par la présence de groupements
acétyles. La quantification de ces groupements/seh’a pas été réalisée. La concentration
d’étude de 0,2 % (m/m totale) a été choisie afiobtEnir une texture trés proche de celle
obtenue dans les produits sans glucomannane dackengle rester également dans la gamme
de concentration tolérée pour les aliments. Ent,elfelégislation tolere une concentration
maximale en glucomannane de konjac de 1 % (m/m$ tesaliments (Journal officiel de
I'Union européenne, 2011a).

Les formulations respectives des différentes megrétudiées sont présentées en tableau 7.

Le pH moyen des matrices est de 6,0 = 0,1.
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Tableau 7 : Formulations respectives des différentematrices étudiées. La masse volumique pour les mates
polyosidiques a été déterminée & I'aide d’un pycnogtre.

Matrice Masse Masse de Masse d’'eau  Masse
d'amidong glucomannane de MilliQ ®(g) volumique
et (% (m/m)) konjac g et (g/L)
(% (Mm/m))
Témoin (eau MilliQ) 25 1000
Amidon de pomme de 1,25 (5 %) o5 1053
terre
Glucomannane de 0,05 (0,2 %) 25 1100
onjac
Amidon de pomme de
terre - Glucomannane 1,25 (5 %) 0,05 (0,2 %) 25 1021
de konjac

Les suspensions d’amidon de pomme de terre, da&ghjcomannane et les matrices mixtes
d’amidon de pomme de terre - konjac glucomannanetEnpréparées en utilisant le Rapid
Visco Analyse? Super 4 (RVA, Perten, Suéde). Cet appareil perdeetcontroler la
température du produit et la vitesse d’agitatiart Bn mesurant en continu la viscosité.

Le programme du RVA choisi était le programme classique recommandéepéabricant
pour les empois amylacés appelé « STD1 » (figude I35 durée totale était de 16 minutes
avec une température maximale de 95°C. Le prograétaiiele suivant :

- 1 minute a 50°C

- Chauffage de 50°C a 95°C a 12°C/min

- Plateau de 3,5 minutes a 95°C

- Refroidissement de 95°C a 60°C a 12°C/min
- Plateau de 3 minutes a 60°C
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L’agitation était réglée a 150 tpm. Cette vitesgerdtation était de 960 tpm pendant 10
secondes au tout début du process et juste avaiatieau a 60°C (vers 11 minutes) pour
permettre I’'hnomogénéisation de la suspension @@d@5). En programmant le moteur a une
plus forte vitesse au démarrage, les poudres abadrdillon sont mises efficacement en
suspension dans le solvant (Crosbie, Ross et @D7)2 Le paragraphe suivant (1.2.
« Préparation des matrices aromatisées ») expliopiérét de la deuxieme agitation a 960
tpm vers 11 minutes.

Les parametres relevés a partir des courbes desitiécobtenues sont la température de
gélatinisation, le pic de viscosite, la viscosit@ale et le setback (figure 36).
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La répétabilité du process a été testée en pramaobmpte le paramétre viscosité finale. Le
coefficient de variation de ce paramétre était #&%4. Le godet échantillon du RVAutilisé
n'étant pas étanche, I'évaluation de la perte en leas du process a également éte
déterminée. Elle s’élevait a 0,6 % (m/m). Elle & ébnsidérée comme négligeable tout au
long de cette étude. Le process était donc réetabl

Les composés d’arébme choisis pour I'étude étai€atétate d’éthyle, I'hexanoate d’éthyle et

le carvacrol. lls ont été choisis pour leur usags répandu en industrie agroalimentaire.
L’'acétate d’éthyle et I'hexanoate d'éthyle ont msjivement des notes sensorielles de
fruité - floral et de fraise (tableau 8). Le cam@@ une note sensorielle de thym - origan. Le
carvacrol est également une molécule connue posr @epriétés antioxydantes et

antimicrobiennes. Ces molécules ont également hisies en fonction de leurs propriétés
physicochimiques et de leur comportement avec llaggy(tableau 8).

L’acétate d’éthyle présente le plus faible logdRoreau 1€ Carvacrol le plus élevé. L’hexanoate
d’éthyle est le composé le moins soluble dans I'eau

Selon la littérature, I'acétate d’éthyle ne fornss gle complexe avec I'amylose. L’hexanoate
d’éthyle complexe I'amylose en signature V6lII, ¢’adire que le ligand est situé en inter et
intra - hélice. Le carvacrol complexe I'amylosesignature V6lll, c’est-a-dire qu'il est situé
en inter et intra - hélice mais I'espace entreni@ges est plus grand qu’en V6II.
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Tableau 8 : Caractéristiques physicochimiques des pgposés d'ardbme de I'étude. * selon Biais (2006) et selon
Arvisenet (2001).

Carvacrol Acétate d'éthyle Hexanoate d’éthyle |
Nature chimique Phepol ) Ester Ester
monoterpénoide
Formule brute @H1,0 C4HgO, CgH1002
CH,
OH
. . 0 H,C ~-CHs
Formule développée o—{ \/\/\g’o
H3C_/ H3
H.C” “CH.

Note aromatique Thym, origan Floral Fraise
Propriété .

: oui non non
antioxydante
Masse molaire 150 88 144
(g/mol)
Log P octanolead
2ESC 3,49 0,73 2,83
Pression de vapeur a
25°C (mm Hg) 0,003 98 1,8
Solubilité dans I'eau
3 25°C (g/L) 1,25 82 0,48
Concer_ltrat|on dans 77 41 65
la matrice (mg/L)
Comportement avec N .
ramylose Type V6llI Non complexant Type V6lI

Pour cette étude, des concentrations de composd#ants de niveau « alimentaire » c'est-a-
dire acceptables au niveau sensoriel, ont été iesoikes travaux antérieurs d’Arvisenet
(2001) ont montré qu’'une concentration de 2 mmolcdmposé volatil/mol d’équivalent
glucose était satisfaisante, c’est-a-dire suffisaet acceptable au niveau sensoriel mais
largement inférieure a la saturation des hélicesngllose. L’équivalent glucose donne une
indication de la quantité molaire de 'amidon. Afle palier la difficulté de calculer la masse
molaire de I'amidon, il est d’'usage d'utiliser laagse molaire du glucose. Les concentrations
en composés d’ardbme dans les matrices étudiéeprEmantées en tableau 8.

Ces composeés d’arbme ont été étudiés un par ursoh@&nt choisi comme support des

composés d’arébme était le propyléne glycol. Noumnawu dans I'étude bibliographique que

le solvant support n'est pas neutre par rapport@mportements des composés volatils et
par rapport a 'amidon. Il a été montré que le ptepe glycol forme des complexes de type
V6l avec 'amylose (Biais, 2006; Pozo-Bayon, Biaisal., 2008). Comme il s’agit du solvant

support, sa concentration dans les préparations ®dafois plus élevée que celle des

composeés d’ardme (tableau 9).
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Tableau 9 : Caractéristiques physicochimiques du prayléne glycol.

Propyléne glycol

Nature chimique Diol
Formule brute 6HsO,

, , H,C.
Formule développée N ox

OH

Masse molaire

(g/mol) 6
LOQ Poctanol/ea a 25°C -0,92
Pression de vapeur a 03
25°C (mm Hg) ;
Solubilité dans l'eau

2 25°C (g/L) 811
Quantité dans la 4

matrice (g/L)

Des solutions méres de chaque composé d’aromeépté&arées dans le propyléne glycol a
25°C sous agitation magnétique pendant plusiewsebgtableau 10). Ces solutions meres
ont ensuite été stockées a 4°C. Avant chaque aitdis, chaque solution meére était agitée
pendant quelques minutes a température ambiante.

Tableau 10 : Concentration des solutions méres de ajue composé d’arbme préparées dans le propyléng/gbl.

_ Carvacrol ~ Acétate d'éthyle Hexanoate d’éthyle |

Concentration de la
solution mere (g/L)

100 L de solution mére ont été ajouté a la préparaioglacée, soit en début de traitement
thermomécanique, soit en fin du traitement thermmamigue (figure 37). Cet ajout a été
réalisé lorsque I'agitation du RVAétait arrétée.
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La seconde agitation a 960 tpm pendant 10 secandésminutes du programme (figure 37)
avait pour but d’homogénéiser correctement la pegmen polyosidique suite a I'ajout de la
solution mere « composé d’arbme - propylene glycaComme, a ce stade, la matrice était
tres visqueuse, il était important de vérifier mbe homogénéité de la suspension suite a cet
ajout. Pour cela, la solution « composé d’arbmepylene glycol » a été substituée par un
colorant alimentaire de couleur bleue (Vaffpnél00 pL de colorant (volume injecté
identique au volume de la solution mére injecté#)éré ajoutés vers 11 minutes c’est-a-dire
au tout début du plateau & 60°C et ou I'agitatiorRVA" est arrétée. Le premier essai a été
effectué en conservant le couple vitesse d’homasgétieén / durée initialement utilisé au tout
début du programme. Il a permis une homogénéisatimace (figure 37). Ces conditions ont
donc été conservées pour la suite de I'étude.
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Avant homogénéisation Apres 10s a 760 rpm

p

Figure 38 : Test avec du colorant pour valider I'eficacité du couple vitesse d’homogénéisation / durée

Six matrices d’étude ont donc été fabriquées panposé d’'arbme. Un récapitulatif de la
formulation de chague matrice amylacée aromatisgéprésenté en tableau 11.
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Tableau 11 : Formulation de chaque matrice amylacéaromatisée fabriquée. Synthése des tableaux 7 & 10

Composé Moment Matrice Masse Masse de Masse Concentration Concentration
d’arbme d’ajout du d’amidon g glucomannane d’eau de la solution  en composé
ajouté composé et de konjacget  MilliQ " mere en d’ardbme dans
dans la d’arbme (% (m/m)) (% (m/m)) (9) composé la matrice
matrice d’arébme (g/L) (mg/L)
début du amidon de pomme de terre 1,25 (5 %) 25
i glucomannane de konjac 0,05 (0,2 %) 25
traitement .
thermo- amidon de pomme de
mécanique terre - glucomannane de 1,25 (5 %) 0,05 (0,2 %) 25 18 77
carvacrol konjac (préparé dans (= 2 mmoles
fin du amidon de pomme de terre 1,25 (5 %) 25 propylene d’équivalent
. glucomannane de konjac 0,05 (0,2 %) 25 glycol) glucose)
traitement .
thermo- amidon de pomme de
- ) 0,
mécanique terre gluco_mannane de 1,25 (5 %) 0,05 (0,2 %) 25
konjac
. amidon de pomme de terre 1,25 (5 %) 25
début du .
i glucomannane de konjac 0,05 (0,2 %) 25
traitement .
thermo- amidon de pomme de
- ) 0,
mécanique terre gliijocr(])jgcannane de 1,25 (5 %) 0,05 (0,2 %) 25 14 a1
da}gte;altg amidon de pomme de terre 1,25 (5 %) 25 (pr(rag)ar%rﬁl:ns g:,éz m\?;?;ﬁf
y fin du glucomannane de konjac 0,05 (0,2 %) 25 Propy d
. - glycol) glucose)
traitement amidon de pomme de
thermo- terre - glucomannane de 1,25 (5 %) 0,05 (0,2 %) 25
mécanique konjac
glucomannane de konjac 0,05 (0,2 %) 25
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Composé Moment Matrice Masse Masse de Masse Concentration Concentration
d’arbme d’ajout du d’amidon g glucomannane d'eau de la solution  en composé
ajouté composé et de konjacget  MilliQ © mere en d’arbme dans
dans la d’arbme (% (m/m)) (% (m/m)) (9) compose la matrice
matrice d’arébme (g/L) (mg/L)
début du amidon de pomme de terre 1,25 (5 %) 25
traitement glucomannane de konjac 0,05 (0,2 %) 25
thermo- amidon de pomme de
mécanique terre - glucomannane de 1,25 (5 %) 0,05 (0,2 %) 25 9 65
hexanoate konjac (préparé dans (= 2 mmoles
d’éthyle fin du amidon de pomme de terre 1,25 (5 %) 25 propyléne d’équivalent
traiternent glucomannane de konjac 0,05 (0,2 %) 25 glycol) glucose)
thermo- amidon de pomme de
mécanique terre - glucomannane de 1,25 (5 %) 0,05 (0,2 %) 25
konjac
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Les dénominations adoptées pour chaque matricen deldormulation et le process sont
présentées en tableau 12.

Tableau 12 : Dénomination des différentes matricesed’étude

Moment d’ajout Matrice Dénomination
du composé
d’arome
. témoin (eau MilliQ STD-ELA
dEPUt du amidon de pomme de terre PS-ELA
traitement .
. ... ..._glucomannane de konjac KGM-ELA
thermomeécanique— -
amidon de pomme de terre - glucomannane de konjac K-EL&
témoin (eau MilliQ STD-LLA
fin du traitement amidon de pomme de terre PS-LLA
thermomécanique glucomannane de konjac KGM-LLA
amidon de pomme de terre - glucomannane de konjac K-LL3
sans ajout de amidon de pomme de terre PS
compose d’ardme amidon de pomme de terre - glucomannane de konjac K S

1.3 Conditions de préparation spécifiques pour les analyses de diffraction

aux rayons X et les analyses enthalpiques différentielles
Pour ces deux techniques, les composés d’aromeétértudiés seuls ou en mélange avec le
propylene glycol et a des concentrations tres melte supérieures a celles présentées
précédemment en raison de la limite de sensiliitées deux techniques. Entre 3 % et 10 %
(m/m d’amidon sec) de composés d’ardbme purs ou élange 50 /50 avec le propyléne
glycol ont été ajoutés aux préparations polyosieliqiLe RVA a été utilisé pour fabriquer
les échantillons. Puis les matrices ont été camtlittes sous atmosphére contrélée par une
solution aqueuse saturée en chlorure de sodium (&4%-14-5, Aw = 0,75 a 25°C).

2 Caractérisation de la structure des matrices
L'étude de la structure de la matrice a été mendhffarentes échelles d’observation :
macroscopique, microscopique et moléculaire.

2.1 Echelle macroscopique

Plusieurs méthodes ont été mises en ceuvre poardatérisation de la structure de la matrice
a I'échelle macroscopique : la microscopie optigles tests rhéologiques et la détermination
des indices de gonflement, de la fraction volumiguée la masse de synéréese.
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2.1.1 Observations au microscope optique

L’état de gonflement des grains d’amidon de pommededre et la dispersion de 'amylose
dans les matrices ont été évalués par microscqyique immédiatement apres le traitement
thermomécanique. Quelques mg de matrices ont Ei&sdilans deux a trois gouttes de lugol
(solution d'iodure de potassium et iode, Sigmagresfce L6146), directement sur lame de
verre. L'ensemble a été recouvert d’'une lamelleokservé au grossissement X40 du
microscope LABOPHOY 2 (Nikon, Japon).

2.1.2 Détermination des indices de gonflement et de la fraction volumique.
Immédiatement apres le traitement thermomécanigiois, grammes de chaque suspension
ont été dilués dans 17 g d’eau MilliQpour obtenir une concentration d’amidon de 0,9 %
(m/m). Le but de cette dilution était d’obtenir urencentration en polysaccharide permettant
l'optimisation de la sédimentation de la phase alispe. Aprés agitation manuelle et
homogénéisation au vortex, les échantillons diligsété centrifugés a 4 997 g pendant 15
minutes a 25°C. Puis le surnageant a été préleliéatdnent. Les extraits secs des
surnageants et des culots ont été obtenus apfésu2ds & 105°C. A partir de ces valeurs, les
extraits secs, l'indice de gonflement et la fracti@lumique ont été calculés.

L’indice de gonflement (Q) est défini par BagleyGitristianson (1982) comme la masse des
grains d’amidon gonflés, divisée par la masse daimg secs. Il est obtenu directement par le
rapport de la masse de culot humide sur la masegldesec.

La fraction volumique a été calculée selon I'équat (Doublier, 1981) :

S z .
@ —(1—E)-C-Q Equation 6
Avec :

@ représentant la fraction volumique des grains dlamdans la suspension ;

S représentant l'indice de solubilité (%). Il ebtemu directement par le rapport de la quantité
de matiére solubilisée (extrait sec des surnagegas rapport a la quantité initiale de
polysaccharide introduit ;

C est la concentration en amidon dans la suspe(sigh;
Q est I'indice de gonflement (g/g).

Les mesures ont été realisées cing fois par édloanti

2.1.3 Mesure de liquide de synérese
Le liquide de synérése des matrices a été recuilte a une centrifugation de 10 g
d’échantillon a 8 000 g pendant 15 minutes a 2h8Jourcentage de synérése correspond au
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ratio de la masse de liquide exsudé par la masake tde I'échantillon avant centrifugation.
Trois répétitions par matrice ont été effectuées.

2.1.4 Testde pénétrométrie

2.1.4.1 Principe

Les propriétés mécaniques des matrices mixtes angidgpomme de terre — glucomannane de
konjac ont été mesurées par des méthodes rhéotsgidu I'échelle macroscopique, les
propriétés rhéologiques des gels ont été évaludredqgs tests de pénétrométrie. Ce test est le
plus ancien test de mesure de la texture (Joég)20&onsiste a faire pénétrer une contrainte
(force par unité de surface) dans le gel et a needarforce nécessaire pour atteindre une
certaine profondeur.

2.1.4.2 Protocole

Les propriétés mécaniques a grande déformationmaéxsces de I'étude ont été déterminées
avec l'analyseur de texture TA-HB3+Stable Micro Systems, Royaume-Uni) équipé d’un
capteur de 5 kKN a température ambiante via urdeepenétrométrie.

En fin de traitement thermomécanique, les matmdtaient aliquotées dans des pots de 28 mm
de diameétre et 55 mm de hauteur. Certains potsétinstockés 24 heures a température
ambiante avant d’étre étudiés. D’autres ont subviaillissement accéléré par des cycles de
congélation / décongélation avant d'étre étudiésnn tycle de vieillissement accéléré
correspond a : 24 heures a -18°C puis 2 heure$@ 30

Lors du test, une géométrie cylindrique de 10 mndidenetre pénétrait dans I'échantillon a
une vitesse de 1 mm/s jusqu’'a 60 % de la hautetialende I'échantillon. Puis la sonde
retournait & sa position initiale. A partir des dms forces (N) en fonction du temps obtenues,
la force maximale notée Fmax (N) est extraite.

La géométrie était nettoyée aprés chaque test@wéeau et de I'éthanol. Le diametre de la
géomeétrie était suffisamment petit comparé au disartu pot pour ne pas induire d’effet de
bord. Cing répétitions par matrice ont été reatisée

Une courbe typique représentant la contrainte eatiion du temps est présentée en figure 39.
A partir de ces courbes, la force maximale (F nesst)extraite.
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Deux méthodes ont été mises en ceuvre pour la éasation de la structure de la matrice a
I’échelle microscopique : la viscoélasticimétridaetnicroscopie électronique a balayage.

2.2.1 Viscoélasticimétrie

2.2.1.1 Principe

Les propriétés mécaniques des matrices mixtes angidgpomme de terre — glucomannane de
konjac ont été déterminées a I'échelle microscapjppar la viscoélasticimétrie. Cette méthode
permet de caractériser les systémes a tres fa@ft@ndation c’est-a-dire en conditions non
destructives et ainsi d’appréhender leur structes. systemes viscoélastiques soumis a une
contrainte restituent une partie de I'énergie fearnce qui est caractéristique d’'un
comportement élastique, et dissipent le reste até&mmant, ce qui est caractéristique d’un
comportement visqueux. Les mesures rhéologiqueségime dynamique consistent a
appliguer une contrainte (ou déformation) sous &wiiune fonction sinusoidale du temps
(équation 7)

7(t) = 14 cos(wt) Equation 7
ol w est la pulsation des oscillations égaletdrdquence

T, est 'amplitude maximale de la contrainte.

La déformation (ou contrainte) résultante est égatg une fonction sinusoidale du temps
avec la méme pulsatian, mais présentant un décalage de plda@suation 8).
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y(t) = vy, cos(wt + §) Equation 8
Yo est 'amplitude maximale de la déformation.

Les valeurs du décalage de phasmtre la contrainte et la déformation sont conggrisntre

0 et et caractérisent le systeme.

Pour les matériaux purement élastiques, la con¢ranla déformation sont en phase=(0).

Un solide élastique idéal conserve sans perte rigmefournie au cours de la phase de
déformation, ce qui lui permet un retour instantaniétat initial lorsque la contrainte est
supprimée.

Dans le cas des matériaux purement visqueux, ldraiote et la déformation sont en
opposition de phase’ = g) L’énergie fournie a un liquide visqueux pur passurer son
ecoulement sert a surmonter les forces de frottertesst totalement dissipée sous forme de

chaleur.
Dans les matériaux viscoélastiques, comme les sagpes d’amidon, la déformation est

déphasée par rapport a la contrainte d’'un afgbempris entre 0 e72¥ Les matériaux

viscoélastiques ont un comportement s’apparenténfas a celui d'un solide élastique idéal
et a celui d’'un liquide visqueux pur. lls ont aidgis propriétés intermédiaires. Une partie de
I'énergie fournie lors de la phase de déformatish dissipée, le reste étant conservé et
permettant un retour au moins partiel mais nonamsané vers I'état initial. Un module
complexe G* peut alors étre défini tel que :

G" = $—1= G +iG" Equation 9
Avec :
T* la contrainte complexe définie selon I'équation 10 :
T = 14 (cos(wt + 8) +isin(wt + 8§)  Equation 10
y*la déformation complexe définie selon I'équation 11 :
Y* = yocos(wt) + i sin(wt) Equation 11

G’ représente la partie réelle de G*. Il s’agitrdadule élastique ou module conservatif
G” représente la partie imaginaire de G*. Il stagi module visqueux ou module dissipatif.

Enfin le rapport de G” sur G’ correspond a tanCe parametre reflete la contribution de G’
et G”et est par conséquent un tres bon indicadeuniveau de structuration de la matrice.

Toutes ces relations (équations 7 - 11) ne soabled que dans le domaine de linéarité entre
la contrainte et la déformation. Celle-ci doit étézifiee dans la pratique.

Les variations des modules G’ et G” d'un systemacromoléculaire en fonction de la
fréequence, appelé spectre meécanique, permettent catactériser le comportement
viscoeélastique du systéme et donnent une indicgti@amt a sa structure (Figure 40).

96



Méthodes mise en osuvre

G
Transition
sol - gel

Gel ferme

Nous avons quatre systemes différdfrigure 40):

- I'état de solution macromoléculaire est carastépar G” supérieur a G’ aux faibles fréquences
et une variation importante des modules avec lguiéce. Les deux courbes peuvent se croiser
aux fréquences élevees.

- la transition sol — gel est caractérisée paratesbes de G’ et G” paralléles en fonction de la
fréquence.

- 'état de gel est caractérisé par G’ supérieG”avec G’ indépendant de la frequence dans les
basses fréquences. G” peut étre supeérieur a G’ gaifréquences élevées.

- 'état de gel ferme est caractérisé par G’ trétsement supérieure a G” avec G’ indépendant de
la fréquence quelle que soit la fréquence.

2.2.1.2 Protocole

Les propriétés viscoélastiques des suspensiongténtéterminées en fin de process et 24
heures plus tard & I'aide d’'un rhéomeétre a cortizaimposée SK5(Rheometric Scientific,
France) équipé d'un cone plan en polytétrafluorgétie (PTFE, 4 cm de diametre, 0,02 rad)
et d’'un régulateur de température Peltier. Afinvid&¥ la déshydratation de I'’échantillon au
cours de l'analyse, I'échantillon était recouveurdfiim d’huile de paraffine.

Les mesures débutaient immédiatement & la fin derdparation des matrices au RVA
c’est-a-dire a 60 °C. Une aliquote de la suspenséiait délicatement posée sur le plan du
rhéomeétre thermostaté a 60°C. Le protocole suivegtoupant trois tests enchainés a été
appliqué :

- Balayage en fréquence de 50 a 0,1 rad/s a 60°Q,6t% de déformation
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- Balayage dynamique en fonction du temps a 1 rad/s & de déformation
- Balayage en fréquence de 50 a 0,01 rad/s a 258@,6t% de déformation

Ce protocole a été effectué pour chaque préparabeunix répétitions ont été faites par
matrice. Au préalable, le domaine linéaire a étéiee

2.2.2 Microscopie électronique a balayage (MEB)

2.2.2.1 Principe

La microscopie électronique a balayage MEB (ou SicenElectron Microscopy SEM) est
une technique d'observation de la topographie déase d'échantillons en balayant cette
surface a l'aide d'un faisceau électronique. L'ienagt formée de facon séquentielle et repose
sur la détection des électrons secondaires émergkntla surface d’'un échantillon sous
impact d’'un trés fin faisceau d’électrons prinesrqui balaie la surface observée et permet
d’obtenir des images point par point (Jacky, 2013).

Cette technique, en raison du vide dans le MEBessite une préparation rigoureuse des
échantillons riches en eau : ajout de fixateur apim pour préserver la texture de
I'échantillon et déshydratation de I'échantillorsgu’au point critique.

De plus, I'énergie du faisceau d'électron se dissgsentiellement sous forme de chaleur et
dégrade la surface de I'échantillon. Pour évitaraffet délétere, la surface de I'échantillon
doit étre rendue conductrice si I'échantillon n’gsas conducteur. C’est |'étape de
métallisation. Un film métallique tres fin, de ggeés nm a 30-50 nm, en or, alliage
or-palladium ou carbone, est pulvérisé a la surteckéchantillon (Jacky, 2013).

2.2.2.2 Protocole
En fin de traitement thermomécanique, les matrceté :

- stockées 24 heures a température ambiante avarg étédiées,
ou

- ont subi un vieillissement accéléré par des cydiesongélation/décongélation avant

d’étre étudiées. Un cycle de vieillissement acé&t@nrespond a : 24 heures a -18°C
puis 2 heures a 30°C.

Puis, la structure a été fixée avec une solutiogldtaraldéhyde a 2,5 % et pH 7 (Aldrich,
CAS n°111-30-8) pendant plusieurs heures a tempérambiante. Les échantillons ont
ensuite été déshydratés graduellement dans 10 %4, 3D %, 70 % et 100 % d’éthanol
absolu (Sigma, CAS n°64-17-5) a température ambidbette déshydratation a été suivie
d’'une dessiccation par la méthode du point critidugin, une fraction de I'échantillon a été
découpée délicatement au cutter et recouverte filonmde carbone. L'observation a été
réalisée en utilisant le microscope JEOL JSM 7600Fassachusetts, USA) avec une tension
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d'accélération de 5 kV. Plus de neuf vues onté&dbsees par échantillon (grossissement X50
et X250).

Ces analyses en microscopie électronique a balayagité réalisées en collaboration avec la
Plateforme DImacCell, Centre de Microscopie, INRAdDI/ Université de Bourgogne.

2.2.3 Modélisation mathématique des images obtenues via le MEB

L’'analyse de l'état de surface des matrices viaitedges MEB a été réalisée a travers
'analyse des caractéristiques texturales extralessimages microscopiques. Pour cela, les
Descripteurs Généralisés de Fourier ont été Wili€gette modélisation a été réalisée en
partenariat avec le Dr Ludovic Journaux de I'équlge2]l (Laboratoire d'Electronique,
d'Informatique et de I'lmage, CNRS, Arts et Métiddniversité de Bourgogne Franche-
Comté, AgroSup Dijon). Les différentes équationsisées pour cette modélisation sont
présentées dans la publication Ill. Les grandaselgdu principe de cette modélisation sont
présentées ci-apres.

Une image est une répartition d'intensités lumiasutans un plan, donc un signal a deux
dimensions. La transformée de Fourier de cette énegj une opération mathématique qui
permet de passer d'une représentation spatialeeprésentation de I'image dans le domaine
frequentiel (figure 41). L'image ayant un nombre meels fini, I'intensité lumineuse des
pixels est donc un signal a support borné. De mlass une image, nous avons des basses et
des hautes fréquences. Les basses frequencesrdgprides grandes surfaces homogenes, de
grands motifs d'image larges alors que les hautsguénces représentent les contours, les
surfaces hétérogenes, les motifs répétés de fapprachée. Le spectre obtenu alors par la
transformée de Fourier représente I'intensité désrentes fréquences de l'image.
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Figure 41 : Passage du domaine spatial d'une imag& domaine fréquentiel par la transformée de Fourie(TF) selon
la fréquence basse ou élevée (Hoa, Micheau et 2007).

La transformée de Fourier d’'une image s’effectudeux étapes :

- La premiere étape consiste a appliquer la transgferde Fourier dans une premiére
direction, par exemple ligne par ligne (figure 4Rans I'exemple présenté en figure
42, les fréquences spatiales basses sont préddesndans la composition de la ligne
de cette image : ce sont elles qui ont des vanatintensité les plus grandes. Par
contre, les fréquences spatiales hautes ont degivas beaucoup moins importantes.
Dans ce spectre, la majeure partie de l'informat@st contenue dans les basses
fréquences spatiales.

- La deuxieme étape consiste a appliquer une noutraliessformée de Fourier sur le
résultat obtenu a la premiere étape selon une @e@xdirection, cette fois-ci, dans
I'exemple donné, par colonne.
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Domaine spatial Domaine fréquentiel

)

L’image
native est .
, , Fréquence
décomposée
en ligne L’intensité des Le spectre
niveaux de gris sur fréquentiel de cette
la ligne choisie en courbe d’intensité
fonction de des niveaux de gris
I’abscisse du point obtenu par
Transformée de
Fourier (TF)

Figure 42 : lllustration de la premiére étape de ldransformée de Fourier (FT) : décomposition d’'unerinage par ligne
(Hoa, Micheau et al., 2007).

Le résultat de la transformée de Fourier est aggaléde Fourier comprenant les intensités et
les fréquences, avec les basses fréquences lesafisecentre du plan de Fourier et les hautes
fréquences dans les coins du plan de Fourier iga). A partir de ce plan, chaque vecteur

caractéristique des Descripteurs de Fourier Géeérabt extrait. Ces vecteurs caractérisent
I'état de surface des échantillons de chaque inffagee 43).

vecteurs

caractéristiques des
descripteurs de

Fourier généralisé

Image d’origine Plan de Fourier Z

pixels values

Figure 43 : Procédure simplifiée de détermination ds descripteurs de Fourier généralisé (Journaux, @on et al.,
2011).

Comme le nombre de vecteurs obtenus est consiggaR60 vecteurs dans notre étude), une
étape de réduction de dimension est appliquée. Rrend alors une classification des
échantillons selon leurs caractéristiques de ld¢agurface.
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Deux méthodes ont été mises en ceuvre pour la éasation de la structure de la matrice a
I’échelle moléculaire : la diffraction des rayoneX/'analyse enthalpique différentielle.

2.3.1 Diffraction des rayons X

2.3.1.1 Principe

Les rayons X sont des ondes électromagnétiquedificaction des rayons X (DRX) est une
technique sans effet destructeur utilisée pourcté@riger la structure des matériaux cristallins.
Un état cristallin correspond a un arrangemeniodiass, d'ions ou de molécules constitutives
de facon périodique et ordonnée. Cette répartimionnée constitue des plans paralléles et
équidistants que I'on nomme plans réticulaires. dissances interatomiques sont de l'ordre
de I'Angstrém (18° m), du méme ordre de grandeur que les longueonsie'des rayons X.
Un cristal constitue donc un réseau 3D qui pettatifer les rayons X (Norbert, 1996).

Les rayons X sont généres par un tube a rayonsdigties (figure 44). La source d’électrons
(cathode) est constituée par un filament de tungstehauffé a environ 2 000°C par un
courant d'une dizaine d’ampéres. Les électrons yitedsont acceélérés sous l'effet d’'un
champ électrique intense (50 kV) et vont bombarder anode en métal pur (molybdéne,
cuivre, argent...). Les électrons, émis par le filatngerdent leur énergie sous forme de
chaleur et de rayonnement X (Haziza and Delep2@®4).

Eau de refroidissement

Entrée

iy

:__‘ —= Sorti¢
Terre

(_1 P—ﬂ
Cible , Fenétre en béryllium
mc‘lulllquc
(anode) ™ |

- Rayons X

Filament de | k’O\J“
tungsténe ™ | " Coupelle de focalisation
(cathode)

9 ~J™ Tube sous vide

Haute -

tension I Circuit de
J || . chauffage du filament
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Cet ensemble est enfermé dans une enceinte sotidassecondaire (environ £anbar). Le
rayonnement émis est extrait du tube par une fergtrbéryllium et est filtré pour produire
un rayonnement monochromatique.

Les deux métaux les plus communément utilisés #raction des rayons X sont le cuivre
(A= 1,54.10"° m) et le molybdéner& 0,71.10° m). Pour avoir une diffraction optimale, il
faut utiliser une longueur d’'onde ayant le mémeenk grandeur que I'espace interatomique
étudié (Aronica, 2010).

Lorsque les rayons X frappent un cristal, cela @amme émission de rayonnement dans toutes
les directions de méme longueur d'onde et de phakérente. Ces interférences vont étre
constructrices dans certaines directions (c'esté-dque les ondes s'additionnent),
destructrices dans d'autres (c’est-a-dire que mee® s'annulent). Ces interférences d'ondes
diffusées forment le phénoméne de diffraction. bégctions du faisceau diffracté dans
lesquelles les interférences constructives donespics de diffraction, sont définis par la loi
de Bragg (Norbert, 1996) (figure 45).

Faisceau incident Onde 1 -~ /,j" Y \
Onde 2 ,/ , N e
\ AN K /;, i‘\ |
“ ' 4 @:Distance

LN i{}»/ ~ interatomique
) \ % ./2 1
Plan atomique >——¢ : [='A8 '

Atome

Faisceau réfléchi

Sur la figure 45, la différence de chemin nakéentre les ondes 1 et 2 correspond a I'équation
12.

A= AB + BC = 2AB Equation 12
Or,

AB =d-sin® Equation 13
0 = demi - angle de déviation (la moitié de I'angtdre le faisceau incident et le faisceau
réfléchi)

Donc, I'équation 12 devient :

A= 2d -sin 0 Equation 14
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Si la différence de chemin parcouru des interfégsnmonstructives est égale a un multiple
entier de la longueur d'ondela loi Bragg est satisfaite et s’exprime sel@gliation 15.

n-A=2d-sinb Equation 15
Avec :

d = la distance interatomique
n = ordre de réflexion (nombre entier),
A = longueur d'onde des rayons X.

Le diffractogramme obtenu représente l'intensitfratitée en fonction de I'angledZormé.

La nature des bandes de diffraction (position,dargintensité€) renseigne sur I'état cristallin
de I'échantillon. Les intensités des pics détermina distribution des atomes a l'intérieur de
I'état cristallin. Plus les raies de diffractiomsdines, plus le réseau est cristallin. Par ladioi
Bragg, la position entRest convertie en distance. Chaque pic peut atoesaésocié a un plan
atomigue imaginaire selon les indices de Millegfie 46) qui désignent la face d’'un cristal
(Norbert, 1996; Aronica, 2010; Haziza and Delepdz@4).

001) (101) (201)
Plans cristallographiques
selon les indices de Miller

Intensité

- 2 A .
>

déviation 24

2.3.1.2 Protocole

30 a 50 mg d’échantillons équilibrés a une Aw dé&bM@nt été placés dans une rondelle en
cuivre entre deux feuilles de ruban adhésifs afwviter une perte d’eau en cours d’analyse.
Les échantillons ont été examinés a températureaamebpar la diffraction des rayons X aux

grands angles (Wide Angle X-ray Scattering (WAX$ps diagrammes de diffraction ont été

enregistrés sur un diffractomeétre Bruker D8 Discole rayonnement CUK (A=1,5405 A)

a été produit dans un tube scellé a 40kV et 40nmAtat sélectionné au moyen de miroirs

croisés de Gobel, le rendant paralléle et collinpat@r produire un faisceau de 500 um de
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diamétre. Les diagrammes de diffraction des rayomst eté enregistrés en transmission en
utilisant un détecteur bidimensionnel Gaddas. bepted’acquisition était de 10 minutes. Les
spectres obtenus ont été normalisés pour des aftsnpris entre 3 et 30°.

La diffraction des rayons X a été réalisée paruipg de recherche « Interfaces et systemes
disperseés (ISD) » de l'unité BIA (Biopolymeres telractions — Assemblages) de I'INRA de
Nantes.

2.3.2 Analyse enthalpique différentielle

2.3.2.1 Principe

Cette technique s’appelle également « analyse ica@oique différentielle ». Toutefois, la
norme ISO 11357 recommande I'utilisation de la daéimation anglaise DSC (Differential
Scanning Calorimetry) (Norme internationale 1ISO 32-3, 2009; Grenet and Legendre,
2010).

La DSC est une technigue d’analyse thermique péamted’étudier les transitions thermiques
de molécules (protéines, amidon, eau...) afin derohéter notamment les propriétés comme
par exemple la température de cristallisation denapérature de fusion.

Le principe de la DSC repose sur la différence lde fle chaleur qui s'établit entre
I'échantillon et la référence inerte, lors d'un affage ou d'un refroidissement, tout en
maintenant leurs températures égales sous atmespbeirélée. En pratique, cela consiste a
mesurer la quantité d’énergie requise pour chaléferrefroidir) un échantillon en fonction
de la température, par rapport a une référencephi®il ajuste donc la quantité d’énergie
transmise a I'échantillon afin que sa températemelire semblable a celle de la référence.
Cette analyse se déroule en présence d’'un gae if@dte ou argon) pour éviter les réactions
d’oxydation de I'échantillon avec I'air de la charabCette différence de flux est enregistrée
en fonction du temps. Chaque variation de flux ol sur le thermogramme correspond a
un changement de phase spécifique : des phénordenasstallisation se traduisent par des
pics exothermiques, les phénomenes de fusion gapide endothermiques (Perla, 2006).

Ce flux de chaleur est directement proportionndh &apacité calorifique de I'échantillon
analysé. L'enthalpie mise en jeu lors de la réactist donc proportionnelle a la surface du pic
(Grenet and Legendre, 2010).

La DSC est couramment utilisée pour caractérisegélatinisation et la retrogradation des
molécules de I'amidon, ainsi que pour la mise edenhce des complexes amylose - ligand.
Un exemple de thermogramme typique de suspensimidon de mais rétrogradé (34 %
m/m) chauffée de 30°C a 180°C est présenté enefigiar
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Le thermogramme présente trois endothermes comdapb aux transitions hydrothermiques
de I'amidon. A faible température (environ 50°Q), pic endothermique correspond a la
fusion de I'amylopectine. A environ 120°C, le deie pic endothermique correspond a la
fusion des complexes amylose — lipide. Enfin, atdaempérature (environ 160°C), il s'agit

de la fusion de 'amylose.

Les complexes amylose - ligand sont thermorévessibUn exotherme est observé lors du
refroidissement (Ahmadi-Abhari, 2013).

2.3.2.2 Protocole
Les mesures ont été réalisées avec un microcalmém8ETARAM™ MicroDSC?
(SETARAM 161 instrumentation, France).

30 mg d'échantillons équilibrés & une Aw de 0,75@0 pL d’eau MilliQ’ ont été déposés
dans une capsule en inox. La capsule en inox @éeeréfe contenait 500 pL d’eau MilfiQ
Les capsules ont ensuite été scellées, déposésdadéour de I'appareil et soumises a un
chauffage et un refroidissement controlé. Les tlognammes ont été enregistrés au cours du
cycle suivant :

- montée en température de 10°C a 120°C a 1°C/min
- descente en température de 120°C a 10°C a 1°C/min
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- montée en température de 10°C a 120°C a 1°C/mis #abut de déterminer si les
transitions thermiques observées sont réversibles.

Les analyses DSC ont été réalisées par I'équipeedberche « Interfaces et systémes
disperseés (ISD) » de l'unité BIA (Biopolymeres telractions — Assemblages) de I'INRA de
Nantes.

3 Extraction et quantification des composés d’arome

L’extraction des composés d'arbme a été réalisépadir des matrices étudiées et
d’échantillons liquides obtenus suites aux diverstqroles mis en ceuvre. Les méthodes
d’extraction ont donc été adaptées selon la natei&chantillon : extraction liquide - liquide
et extraction solide — liquide. Ces extractionséigtréalisées a température ambiante.

En plus de ces deux méthodes d’extraction, la raktraction en phase solide (SPME, Solid
Phase MicroExtraction) et I'extraction - distillati simultanée (Likens — Nickerson) ont
€également été mises en ceuvre.

3.1.1 Extractions solide - liquide

Les extractions solide — liquide ont été réalisgass I'objectif de déterminer I'efficacité du
piégeage du carvacrol par la matrice mixte amiderpdmme de terre — glucomannane de
konjac.

3.1.1.1 Protocole d’extraction du carvacrol non piégé

En fin de traitement thermomécanique, les matrmaisété aliquotées dans des flacons a
raison de cing grammes par flacon. L'extractionidsot liquide a été réalisée soit
immédiatement en fin de traitement thermomécanicaeet 24 heures apres la fin du
traitement thermomeécanique. Dans ce dernier cagfleidissement a été effectué dans un
bain-marie afin de contréler et de standardiseratape de refroidissement entre tous les
échantillons. La température finale était la terapée ambiante. La cinétique de
refroidissement est présentée en figure 48.
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Les extraits obtenus a TO (immédiatement en fintrdédement thermomécanique) seront
appelés T(0h); T(24h) pour ceux obtenus a T24 Hdres aprés la fin du traitement
thermomeécanique).

Les étalons d’extraction de chromatographie usliétaient les mémes que ceux utilisés lors
des extractions liquide - liquide et des extradiedistillations simultanées
(Likens - Nickerson). Une solution de linalol (FaykCAS 78-70-6, pureté 99 %) préparée a
4 g/L dans de I'éthanol absolu a été utilisée comme rtal@xtraction. Une solution
d’octanoate d’éthyle (Aldrich, CAS 106-32-1, pur8&%) préparée a 4 g/L dans le mélange
d’acétate d’éthyle / éthanol (3/1, v/v) a été séé comme étalon de chromatographie.

Pour cette extraction solide - liquide, le choix shlvant d’extraction ainsi que le protocole
repose sur les travaux de Cayot, Lafarge, Bou-Mai&uCayot (2016). En effet, le choix
avait éteé fait de ne plus utiliser le dichloroméhdCAS 75-09-2) en raison de sa toxicité. Le
solvant retenu selon les résultats de I'étude éraimélange d’éthyle acétate / éthanol (3/1,
vIv) (Sigma, pureté de 99 %, CAS éthyle acétate 7186, CAS éthanol 64-17-5).

Les extractions solide — liquide ont été conduites des matrices non déstructurées au
préalable. 25 mL du mélange d’acétate d'éthyldadnl (3/1, v/v) et 250 pL d’étalon
d’extraction ont été ajoutés aux cing grammes diathon. L’ensemble a été placé cinq
minutes dans un bain & ultrasons Bransonic Mod 52Bfanson, USA) a une fréquence fixe
de 47 kHz + 6 %. Immédiatement apres la sonicates echantillons ont été centrifugés a
6 660 g pendant 10 minutes a 20°C. Le surnageacemteifugation a été préleve, déshydraté
en utilisant du sulfate de sodium anhydre (SigmaAS@757-82-6) puis filtré sur laine de
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verre (Sigma 20383, Supelco Glass Wool, Phospheid Treated). 250 pL d’octanoate
d’éthyle ont été ajoutés et le volume final a ét&sté a 25 mL. Les extractions ont été faites
quatre fois a partir de deux batchs de fabrication.

Les extraits ont été analysés par GCMS (Gas Chogregthy Mass Spectrometry,
chromatographie en phase gazeuse couplée a urraspette de masse). Les rendements
d’extraction ont été corrigés selon I'étalon d’'extion. La quantification du carvacrol a été
calculée selon I'étalon de chromatographie. Pola, eme courbe de calibration en six points
a éete réalisée et est présentée en figure 49.
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3.1.1.2 Conditions chromatographiques

Un pL de chaque extrait a été analysé a l'aide dhmomatographe en phase gazeuse 5973
(Hewlett — Packard, USA) équipé d’'un injecteur tspdiplitless (240°C) en mode split (ratio
de 5), d’'une colonne capillaire DB-WAX (30 m x 0,&2n de diametre interne, 0,5 pm
d’épaisseur de film, J&W Scientific) et couplé adétecteur spectrometre de masse HP 5973
(impact électronique a 70 eV, température de lacgod’ionisation chimique a 230°C et
température de la ligne de transfert a 240°C). &z \gcteur utilisé était I'hnélium a un deébit
de 1,5 mL/min (44 cm/sec).

La température du four était programmeée de 55°€08Q a 5°C/min puis de 120°C a 240°C
a 20°C/min et isotherme a 240°C pendant 10 minugeguantification a été réalisée en mode
« total ion » (de 29 a 500 unités de masse atorpique
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3.1.2 Extractions liquide - liquide

Les extractions liquide — liquide ont été tres mauployées au profit de la technique de
microextraction en phase solide (SPME). Les extast liquide — liquide ont été utilisés
uniguement pour extraire le propylene glycol lcs@ldans la phase continue de la matrice
amylacée.

3.1.2.1 Protocole d’extraction du propyléene glycol localisé dans la phase continue
Comme précédemment, le solvant retenu était unngéld'éthyle acétate / éthanol (3/1, v/v)
( Cayot, Lafarge, Bou-Maroun & Cayot (2016)). .

Le linalol (Fluka, CAS 78-70-6, pureté de 99 %,qan€ a 4 g/ldans I'éthanol absolu) a été
utilisé comme étalon d’extraction et I'octanoatétlyle (Aldrich, CAS 106-32-1, pureté de
98 %) comme étalon de chromatographie (préparé @l4dans le mélange d'éthyle
acétate / éthanol (3/1, v/v)).

Cette extraction a été réalisée a partir des résiks extraits aqueux obtenus lors de
I'extraction - distillation simultanée (Likens-Niekson) (chapitre 3.1.4).

140 g de résidus des extraits aqueux de [Iextmactdistillation simultanée
(Likens - Nickerson), 140 g du solvant d’extractignélange d’'éthyle acétate / éthanol (3/1,
v/v)) et 250 uL de linalol (étalon d’extraction) ont été fortenheagités par agitation
magnétique pendant cinqg minutes. En raison derta fotesse d’agitation, un vortex dans la
solution agitée apparaissait. Immédiatement endfagitation, la phase organique a été
prélevée et déshydratée avec du sulfate de sodnnydee (Sigma, CAS 7757-82-6). Des
expériences préliminaires avaient montré qu’'un kEsage permettait une extraction optimale
du propylene glycol. Les extraits ont ensuite étéé$ sur laine de verre (Sigma 20383,
Supelco Glass Wool, Phosphoric Acid Treated) etentrés a un volume final de 9 mL via
un rotavapdt (Buchi, France, 40°C, 120 mbar). 500 d’octanoate d’éthyle ont été ajoutés
comme étalon de chromatographie. Le volume de rBéxta été ajusté a 10 mL Les
extractions ont été réalisées trois fois. Chagpétrgon correspond a fabrication différente
préparée au RVA

Les extraits ont été analysés par GCMS. Les rendisnmukextraction ont été corrigés selon
I'étalon d’extraction. La quantification du propgke glycol a été calculée selon I'étalon de
chromatographie. Pour cela, une courbe de caltratin six points a été réalisée et est
présentéee en figure 50.
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3.1.2.2 Conditions chromatographiques

Un pL de chaque extrait a été analysé a l'aide dhmomatographe en phase gazeuse 5973
(Hewlett — Packard, USA) équipé d’'un injecteur tspdiplitless (240°C) en mode split (ratio
de 5), d'une colonne capillaire DB-WAX (30 m x 0,&2m de diametre interne, 0,5 pum
d’épaisseur de film, J&W Scientific) et couplé adétecteur spectrometre de masse HP 5973
(impact électronique a 70 eV, température de lacgod’ionisation chimique a 230°C et
température de la ligne de transfert a 240°C). &z \gcteur utilisé était I'hnélium a un deébit
de 1,5 mL/min (44 cm/sec).

La température du four était programmeée de 55°€08Q a 5°C/min puis de 120°C a 240°C
a 20°C/min et isotherme a 240°C pendant 10 minutasméthode SIM (Selected lon
Monitoring, enregistrement d’ion spécifique) a atdisée comme méthode de détection en
raison de sa haute sensibilité. Les rapports deseiadsarge (m/z) retenus correspondant aux
ions moléculaires protonés (ion quantificationnf iconfirmation) étaient: m/z 93/121
(linalol), m/z 88/127 (octanoate d’éthyle), m/z@bpropyléne glycol).

3.1.3 Microextraction en phase solide (SPME)

Contrairement aux méthodes précédemment citééschamique de microextraction en phase
solide (SPME) est une méthode d’extraction sansasbla partir d’échantillons aqueux,
solides ou gazeux, nécessitant peu de préparatiéchantillon et un faible volume
d’échantillon (quelques millilitres). Les compossint extraits directement de I'échantillon
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par adsorption sur une fibre de silice fondue mewéd’'un polymere. La fibre s'utilise
immergée dans I'échantillon ou dans l'espace d@eai@tdessus de I'échantillon. C'est cette
derniere modalité qui a été retenue. La technigquenitroextraction en phase solide (SPME)
ne correspond pas a une extraction totale du cadnpass & une extraction suite a un double
équilibre entre la matrice et la phase gazeusentet la phase gazeuse et le polymeére de la
fibre.

Cette méthode a été utilisée pour déterminer latiféade carvacrol présent dans le liquide de
synérese. Elle a également été employée simultariéavec la méthode des ajouts dosés.
Cette derniere modalité est développée dans lgygrlae concernant la méthode des ajouts
dosés (chapitre 3.2 « Quantification des compdsgEéme »).

3.1.3.1 Principe
Cette méthode d’analyse de I'espace de téte egllesimratique, rapide, sans solvant et ne
requiert pas de grandes quantités d’échantilloamm@hdez and Cabrol-Bass, 2007).

Le principe est basé sur le partage des compoaédnae entre une phase gazeuse et un film
polymérique de faible épaisseur. Il s’agit d’'unerdi de silice (1 a 2 cm de long) recouverte
d’'un film polymérique. Il existe différentes natarde films polymériques suivant la nature du
composé volatil & extraire (Fernandez and CabresB2007). La quantité de polymeére
enrobant la fibre et la nature de ce polymére @nftisur la quantité extraite.

L’échantillon est placé dans un flacon hermétiglas par un septum. L'aiguille de la fibre
SPME perce le septum pour permettre l'introductitenla fibre dans I'espace de téte de
I'échantillon (figure 51). Une fois I'extraction rreinée, la fibre est retirée et désorbée
directement dans I'injecteur d’un chromatograph@lesse gazeuse.

percer retirer
‘échantillon
exposer

les fibres
exposer

percer le les fibres

septum |
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Figure 51 : Principe de la microextraction en phassolide (SPME) (Chromoptic, 2016).
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La fibre est ensuite reconditionnée par chauffamesd’injecteur (200 a 250°C) pendant 5 a
10 minutes. Les fibres peuvent étre ainsi reugbs@-ernandez and Cabrol-Bass, 2007).

Dans le but d'obtenir une extraction optimale, #t enécessaire d’optimiser plusieurs
parametres (Gwenola and Fernand, 2003) :

- le temps d’extraction selon la température et ta&tgin appliquée;

- la force ionique de I'échantillon. Comme dans d'asitprocédés d’extraction, des sels
comme NaCl, KCO; et NaSO, augmentent le rendement de I'extraction des
composes tres hydrophiles

- latempérature et le temps de désorption des casmhspolymere.

Parmi les inconvénients le plus souvent avancésdig la reproductibilité et la fragilité des
fibres. Mais, avec des coefficients de variation J&8 a 10 %, la reproductibilité reste
meilleure que celles de [l'extraction liquide -lide (10 a 50 %) et de I'extraction
solide - liquide (5 & 20 %).

3.1.3.2 Protocole de quantification du carvacrol dans le liquide de synérése par
SPME
Il existe différentes méthodes pour récuperer tpiiie de synérése : la centrifugation
(Varavinit, Shobsngob et al., 2002), la filtratisous vide (Lee, Baek et al., 2002), I'analyse
gravimétrique (Chen, Schols et al., 2003), la meslur diamétre du front d'eau libérée sur le
papier filtre mis en contact de I'échantillon (leeor, Martino et al., 1994). Cependant, pour
toutes ces methodes, si les conditions opératogesont pas maitrisées, les résultats obtenus
seront imprécis (Charoenrein, Tatirat et al., 2008)

La méthode la plus couramment employée en rais@adgmplicité de mise en oeuvre est la
centrifugation de la matrice (Charoenrein, Tatetl., 2008). C’est cette méthode qui a été
retenue pour notre étude. Une étude préliminaineeanis de déteminer les conditions
optimum. Le liquide de synérese des matrices are@eilli suite & une centrifugation a
8 000 g pendant 15 minutes a 25°C de la matriége &g 24 heures ou ayant subi un
vieillissement accéléré par des cycles de congald®4 heures a -18°C) / décongélation (2
heures a 30°C). Le liquide de synérése a ensuétdile sur laine de verre (sigma 20383,
Supelco Glass Wool, Phosphoric Acid Treated) efite nylon de 45 um (VWR, référence
514-0067). Un mL de I'échantillon filtré a été w@ré dans un flacon de 22 ml (Supelco,
USA) contenant 4 puL d’étalon interne d’extractiod-sec-butylphénol (Sigma, pureté de
96 %, CAS 99-71-8) préparé a 12 g/L dans du dingtiffpxide (Sigma, pureté 99,5 %, CAS
67-68-5). Le flacon a été immédiatement scellé awreseptum en silicone et agité pendant
une minute. Au bout de cing minutes de mise enliégeia 40°C, le carvacrol et le sec-
butylphenol ont été extraits de l'espace de téteutlisant une fibore SPME (75 pum
DVB/Carboxen/PDMS, ref. 57329, Supelco, USA) pendang minutes a 40°C. Enfin, la
fibre a été introduite dans I'injecteur du GCMS3lésorbée pendant 15 minutes.
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Les rendements d’extraction ont été corrigés skftalon d’extraction. La quantification du
carvacrol a été effectuée par rapport a un étafpmmke la méthode en six points avec le
carvacrol (figure 52).
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3.1.3.3 Conditions chromatographiques

Les fibres SPME ont été analysées avec un chromagtiog en phase gazeuse Shimadzu 2010
(Japon) équipé d'un injecteur split/splitless imgex (240°C, 0,115 bar) en mode split (ratio
de 20/ 1) et d’'un détecteur Shimadzu QP2010+ (@ain@i@ctronique a 70 eV, température de
la source d’ionisation a 200°C). Le chromatograp$teequipé d’'une colonne capillaire FFAP
(30 m x 0.32 mm diametre interne, épaisseur de film dé& g, J and W Scientific).
L’hélium était le gaz vecteur avec une vélocités8ecm / sec. La méthode SIM (Selecte lon
Monitoring, enregistrement d’ion spécifique) a étdisée comme méthode de détection en
raison de sa haute sensibilité. Le rapport de nass@ge (m/z) retenu correspondant aux ions
moléculaires protonés était de 91.

3.1.4 Extraction - distillation simultanée (Likens - Nickerson)

La méthode simultanée d’extraction - distillatidnikéns - Nickerson) a été employée pour
quantifier la quantité totale de composés d’aromésgnts dans les matrices amylacées ainsi
que la quantité de carvacrol présent dans la ptageue des matrices amylaceées.

Elle présente I'avantage d’obtenir un extrait natenant que les composés volatils, ce qui a
facilité I'étape d’analyse chromatographique. Efeteflors de I'extraction solide — liquide,
des composés de la matrice peuvent se solubilees & solvant d’extraction, ce qui peut
conduire a des difficultés lors de I'étape d’analghromatographique.
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3.1.4.1 Principe

L’échantillon a extraire est dispersé dans de I'eaplacé dans un ballon qui est chauffé
directement (hydrodistillation). Les composés vitdaont entrainés par la vapeur d’eau. En
paralléle, le ballon contenant le solvant d’exii@tinon miscible a I'eau est chauffé (figure

53). Les vapeurs d'eau enrichies en composés dardenmélangent avec les vapeurs de
solvant dans la chambre de mélange puis se conueesse séparent selon leurs densités
respectives

Les avantages de cette technique sont d’évitettréietion des composés non volatils et
d’utiliser des quantités limitées en solvant.

Bien que tout solvant organique non miscible au’paisse étre utilisé (en ajustant I'appareil
en fonction de sa densité), le dichlorométhane (CAR9-2) est le plus adapté (Fernandez
and Cabrol-Bass, 2007).

L’inconvénient majeur de cette méthode réside darisrmation possible d’artefacts dus au
chauffage de la matrice en milieu aqueux, notamreanprésence de protéines (Fernandez
and Cabrol-Bass, 2007). Les études précédentesitesndu laboratoire ont permis de valider
I'efficacité de cette méthode pour les matricesisebd’amidon (Arvisenet, 2001).

3.1.4.2 Protocole d’extraction du carvacrol et de I'hexanoate d’éthyle des matrices

Pour cette extraction, le solvant utilisé étaitdithlorométhane (Sigma, pureté 99,8 %, CAS
75-09-2). Une solution de linalol (Fluka, CAS 78G0pureté 99 %) préparée a 4 gdns de
I'éthanol absolu a été utilisée comme étalon dawtion. Une solution d’octanoate d’éthyle
(Aldrich, CAS 106-32-1, pureté 98 %) préparée @2dans du dichlorométhane a été utilisée
comme étalon de chromatographie.
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Aprés 24 heures de stockage a température ambiamitegrammes de matrices ont été
dispersés dans 100 mL d’eau Milfi@aturé en NaCl (330 g/L, Merck). 250 pL de linaiot

été ajoutés comme étalon d’extraction. L’extractian été réalisée avec 25 mL de
dichlorométhane pendant 30 minutes a partir deulliélon de chaque solution. En fin
d’extraction, I'extrait organique de dichlorométban été déshydraté avec du sulfate de
sodium anhydre (Sigma, CAS 7757-82-6) et filtré Isime de verre (sigma 20383, Supelco
Glass Wool, Phosphoric Acid Treated). 500 puL d’'notte d’éthyle ont été ajoutés comme
étalon de chromatographie. Le volume de I'extratéajusté a 25 mL. Pour chaque matrice,

I'extraction a été réalisée trois fois a partirdgeix fabrications différentes.

Les extraits organiques ont été analysés par GAMS.rendements d’extraction ont été

corrigés selon I'étalon d’extraction. La quantifioa de chaque composé d'arbme a été
calculée selon I'étalon de chromatographie. Pola, ggour chaque composé d’arbme, une
courbe de calibration en six points a été reakddsst présentée en figure 54 pour le carvacrol
et 55 pour I'hexanoate d’éthyle.
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Les extraits aqueux obtenus ont été utilisés péterchiner la quantité de propylene glycol

présent dans la matrice et dans la phase contiegenthtrices. Deux méthodes ont été
employées : I'extraction liquide - liquide (chapitB.1.2) et la méthode des ajouts dosés
couplé a la SPME (chapitre 3.2.3).

3.1.4.3 Protocole d’extraction du carvacrol présent dans la phase continue des
matrices

Le solvant utilisé est du dichlorométhane (Sigmagefe 99,8 %, CAS 75-09-2). Une solution

de linalol (Fluka, CAS 78-70-6, pureté 99 %) pré&eaa 4 g/ldans de I'éthanol absolu a été

utilisée comme étalon d’extraction. Une solutionaanoate d’éthyle (Aldrich, CAS 106-32-

1, pureté 98 %) préparée a 2 g/L dans du dichlottoemé a été utilisée comme étalon de

chromatographie.

Pour déterminer la quantité de carvacrol présent da phase continue des matrices, une
étape de séparation de phase (phase continued gisgersée) a été réalisée. Trois grammes
de chaque matrice ont été dilués dans 17g d’ealiQWiilpour obtenir une concentration
d’amidon de 0,9 % (m/m). Le but de cette dilutici@itéd’obtenir une concentration en
polysaccharide permettant I'optimisation de la seitation de la phase dispersée. Apres
agitation manuelle et homogénéisation au vortexgtghantillons dilués ont été centrifugées a
4 997 g pendant 15 minutes a 25°C. Puis le surmagegté prélevée délicatement.
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20 mL de surnageant ont été dispersées dans 1aDeal MilliQ® saturé en NaCl (330 g/L,
Merck). 250 pL de linalol ont été ajoutés commeoétad’extraction. L'extraction a été
réalisée avec 25 mL de dichlorométhane pendantiBOtes a partir de I'ébullition de chaque
solution. En fin d’extraction, I'extrait organiquie dichlorométhane a été déshydraté avec du
sulfate de sodium anhydre (Sigma, CAS 7757-82-@)tet sur laine de verre (Sigma 20383,
Supelco Glass Wool, Phosphoric Acid Treated). 50D@joctanoate d’'éthyle ont été ajoutés
comme étalon de chromatographie. Le volume derBéxétait ajusté a 25 mL. Pour chaque
échantillon, I'extraction a été réalisée trois faipartir de deux fabrications différentes.

Les extraits organiques ont été analysés par GAMS.rendements d’extraction ont été
corrigés selon I'étalon d’extraction. La quantifica du carvacrol a été calculée selon
I'étalon de chromatographie (figure 54).

3.1.4.4 Conditions chromatographiques

Un pL de chaque extrait a été analysé a lI'aide dhmomatographe en phase gazeuse 5973
(Hewlett—Packard, USA) équipé d’un injecteur spéiplitless (240°C) en mode split (ratio de
5), d’'une colonne capillaire DB-WAX (30 m x 0,32 mde diamétre interne, 0,5 um
d’épaisseur de film, J&W Scientific) et couplé ad#tecteur spectrometre de masse HP 5973
(impact électronique a 70 eV, température de lacgod’ionisation chimique a 230°C et
température de la ligne de transfert a 240°C). &z \@cteur utilisé était I'hélium a un débit
de 1,5 mL/min (44 cm/sec).

La température du four était programmée de 55°€08Q a 5°C/min puis de 120°C a 240°C
a 20°C/min et isotherme a 240°C pendant 10 minutasméthode SIM (Selected lon
Monitoring, enregistrement d’ion spécifique) a étédisée comme méthode de détection en
raison de sa haute sensibilité. Les rapports deseasarge (m/z) retenus correspondant aux
ions moléculaires protonés (ion quantification h iconfirmation) étaient: m/z 93/121
(linalol), m/z 88/127 (octanoate d’éthyle), m/z 13 (carvacrol), m/z 88/99 (hexanoate
d’éthyle).

La quantification des composés d’arbme a été émlar un étalonnage interne. Une autre
méthode a été utilisée pour quantifier les compd&Fdme. Il s'agit de la méthode des ajouts
dosés.

La méthode des ajouts dosés a été utilisée :

- Pour déterminer la quantité totale d’acétate dlétpyésent dans les matrices
- Pour déterminer la quantité de propyléne glycob@né dans la phase continue des
matrices

Quel que soit I'objectif, la méthode des ajoutsédoa été couplée avec I'analyse de I'espace
de téte par SPME.
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3.2.1 Principe de la méthode des ajouts dosés

L’extrait organique ou aqueux contenant la moléculeloser est fractionné en volumes
équivalents dans différents flacons. Des quantt@siues et croissantes de composé pur a
quantifier sont ajoutées dans chaque flacon. Laemmnation totale de la molécule a doser est
égale a la somme de la concentration inconnueed&rdit et de la concentration connue de
I'ajout. La concentration totale varie donc linéamrent. Chaque solution est analysée, dans
notre cas par chromatographie en phase gazeus& augpectromeétre de masse (GCMS).
La représentation graphique de l'aire chromatogrpmh (A) en fonction de la quantité
ajoutée de molécule pure a doser (C) est tracger€fis6).

Aire chromatographique

2 -1 0 1 2 3 4

Cy  Concentration de la molécule a doser ajoutée

Concentration de notre solution initiale inconnue

Une simple régression linéaire est appliquée guibéion 16 est obtenue.
A=aC+b Equation 16
Avec a la pente de la droite de régression etrddionée a I'origine de la droite de régression.

Selon la figure 55, si A devient nul, alors C detieulle également. L’équation 16 devient :
C=—- Equation 17

Or, C correspond a la différence entre la concgatrdinale et la concentration initiale en

molécule a doser. Donc si A devient nulle, la com@ion finale est nulle et par conséquent
C correspond a la quantité inconnue de molécublssar. La concentration de la molécule a
doser est donc trés facilement calculée a partiagente et de 'ordonnée a l'origine de la

119



Méthodes mise en osuvre

droite de régression de la représentation graphigu&aire chromatographique en fonction de
la concentration en molécules ajoutées (équation 17

3.2.2 Détermination de la quantité totale d’acétate d’éthyle présent dans les
matrices

En raison de sa volatilité élevée, I'extractionatuantification de I'acétate d’'éthyle n’ont

pas pu étre réalisées via [Iextraction - distilati simultanée (Likens — Nickerson)

préecédemment décrites (chapitre 3.1.4).

Les matrices aromatisées avec l'acétate d'éthyteétd fabriqguées via le RVA selon le
protocole décrit précédemment (chapitre 1.2). Rgpliquer la méthode des ajouts dosés, le
volume de la solution mére d’acétate d’éthyle prépalans le propyléne glycol, injecté dans
la préparation, était de 100 pL (condition init)al200 uL ou 300 uL. Trois répétitions par
niveau de concentration et par matrice ont étésks.

En fin de fabrication, quatre grammes d’échantd8lant été transférés dans des vials de
22 mL (Supelco, USA) et immédiatement scellés wiaseptum en silicone. L’équilibre
thermodynamique était atteint en moins d’'une helBoair des raisons de praticité, le temps
d’équilibre appliqué était de 16°C a 40°C.

Apres cette période d’équilibre, I'acétate d’éthgtait extrait de I'espace de téte via une fibre
SPME (75 pum Carboxen / PDMS, ref. 57318, Supel@)dpnt 15 minutes a 60 °C. Les
fibres ont ensuite été insérées dans I'injecteUBAMS et désorbées pendant 15 minutes.

Les fibores SPME ont été analysées a l'aide d'urorlatographe en phase gazeuse 5973
(Hewlett — Packard, USA) équipé d’'un injecteur tsfdiplitless (240°C) en mode split (ratio
de 5), d'une colonne capillaire DB-WAX (30 m x 0,82n de diametre interne, 0,5 um
d’épaisseur de film, J&W Scientific) et couplé ad#tecteur spectrometre de masse HP 5973
(impact électronique a 70 eV, température de lacgod’ionisation chimique a 230°C et
température de la ligne de transfert a 240°C). &z \gecteur utilisé était I'hélium a un débit
de 1,5 mL/min (44 cm/sec).

La température du four était programmée de 45°€08Q a 5°C/min puis de 120°C a 240°C
a 15°C/min. La quantification a été réalisée en enaedotal ion » (de 29 a 500 unités de
masse atomique).

3.2.3 Détermination de la quantité de propyléne glycol présent dans la phase
continue des matrices et détermination de la quantité de propyléne glycol
présent dans la matrice

Ce dosage a été réalisé a partir des résidus agqiediextraction - distillation simultanée

(Likens — Nickerson) obtenus (chapitre 3.1.4). Gleagsidu aqueux a été divisé en trois, soit

environ 40 g par résidu. 0,015g de propyléne glyral a été ajouté a I'un des aliquotes,

0,025g a l'autre aliquote. Puis, apres agitationgmétique de chaque aliquote, quatre
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grammes d’échantillon ont été transférés dans dals de 22 mL (Supelco, USA) et
immédiatement scellés via un septum en silicongetrgs d’équilibre était de 16°C a 60°C.

Aprés cette période d’équilibre, le propyléne glyétit extrait de I'espace de téte via une
fibore SPME (75 pum Carboxen / PDMS, ref. 57318, &g)ependant 15 minutes a 60 °C. La
haute teneur en NaCl (330 g/L) des résidus aqueukedtraction - distillation simultanée
(Likens — Nickerson) a favorisé I'extraction. Legrés ont ensuite été insérées dans
l'injecteur du GCMS et désorbées pendant 15 minutes

Ces dosages ont été réalisés une fois a partiésidus aqueux de I'extraction - distillation
simultanée (Likens — Nickerson) de matrices (clme8t1.4.2) et deux fois a partir de résidus
agueux de I'extraction - distillation simultanéeki@ns — Nickerson) de surnageants issus de
la séparation de phase (chapitre 3.1.4.3). Le®tRenus pour chaque régression linéaire
(équation 16) étaient supérieurs a 0,97.

Les fibores SPME ont été analysées a l'aide d'urordlatographe en phase gazeuse 5973
(Hewlett — Packard, USA) équipé d’'un injecteur tspdiplitless (240°C) en mode split (ratio
de 5), d'une colonne capillaire DB-WAX (30 m x 0,&2m de diametre interne, 0,5 um
d’épaisseur de film, J&W Scientific) et couplé ad#tecteur spectromeétre de masse HP 5973
(impact électronique a 70 eV, température de lacgod’ionisation chimique a 230°C et
température de la ligne de transfert a 240°C). &z ecteur utilisé était de I'hélium a un
deébit de 1,5 mL/min (44 cm/sec).

La température du four était programmée de 45°€08Q a 5°C/min puis de 120°C a 240°C
a 15°C/min. La quantification a été réalisée en enedotal ion » (de 29 a 500 unités de
masse atomique).

Les coefficients de partage gaz / matrice (K) daqcie composé d’arbme ont été déterminés
par la méthode PRV (Phase Ratio Volume).

3.3.1 Principe

La méthode PRV, décrite par Ettre, Welter et a9@), est basée sur la I'influence du
volume de I'échantillon sur la concentration dalesgdace de téte, en d’autres mots sur la
relation entre le coefficient de partage K et lgpp@t ) du volume de la phase
gazeuse / volume de la phase liquide.

Le coefficient de partage K est défini par I'éqoatil8.

K=Ce Equation 18
CL

Avec C; la concentration a I'équilibre du composé volal@ins la phase gazeuseCgtla
concentration a I'équilibre du compose volatil demphase liquide.
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C; etC; peuvent étre exprimées selon les équations 10.et 2

Ce = ':—g Equation 19
C; = ’:LL Equation 20

Avec

mg, la masse a I'équilibre du composé volatil danshase vapeur,

m; la masse a I'équilibre du composé volatil danshase liquide,

V¢ le volume de la phase gazeuse,

V;, le volume de la phase liquide.

B relie le volume de la phase gazeuse et le volugria ghase liquide selon I'équation 21.
A

B = Equation 21
\%?

En combinant les équations 17, 18, 19 et 20, Kpsime selon I'équation 22.

=
o

K = Equation 22

8
= *
I+

Or, la masse initiale du composé volatil dansdaitiem; s’exprime selon I'équation 23.
m; = mg+ mj, Equation 23

En raisonnant en concentration (C = m/V), combiagéec I'équation 23, I'équation 22 peut
s’exprimer de la fagcon suivante (équation 24) :

G =C¢B+Ch Equation 24
En exprimant(; selon I'équation 17, nous obtenons I'équation 25.

Ci= Cg - (% + B) soit C; = %IB Equation 25

En prenant la réciproque de I'équation 25, nougrmdris une équation du type y = ax + b
(équation 26).

1 1 1 2 :
o g + G Equation 26

L’aire du pic chromatographique (A) est proportietk@ a la concentration du composé dans
'espace de téte (équation 27).
A =f-(Cp) Equation 27

Avecf le facteur de réponse spécifique a chaque comymat!.
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L’équation 26 devient alors :

=L.B+

1 1
A G

K-f-C;

ou plus simplement% =a-f+b Equation 28

1
avec:a= —etb =
f-C; K-f-C;

K peut étre exprimé a partir de a et de b (équa®)n
K =a/b Equation 29

Différents volumes de matrice sont introduits dées flacons permettant ainsi d’obtenir
différentes valeurs d@g La composition de I'espace de téte est analyaéehromatographie
en phase gazeuse. La représentation grapﬁrique‘onction de} permet d’obtenir les valeurs

a et b et par conséquent de calculer le coeffiaienpartage K. Un exemple est donné en
figure 57. La méthode n’est plus valide lorsquin@arité n’est pas observée.

5E-07 -
4E-07 -
<  3E-07 4
y=7.27.10%+1,10.10”7
2=9.99.10-!
— 2 -3
2E-07 1 K =6.62.10
1.E-07 , , ' ' |
0 100 200 300 400 500
p

3.3.1.1 Protocole

Immédiatement en fin de fabrication, des quantdésssantes de chaque matrice ont été
réparties dans des vials de 22 mL (Supelco, USAphetédiatement scellés via un septum en
silicone. Les quantités de matrices variaient sEdaomposé d’aréme :

- De 50 mg a 3000 mg pour les matrices contenarihdétate d'éthyle
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- De 50 mg a 1000 mg pour les matrices contenariettg/le hexanoate
- De 50 mg a 1500 mg pour les matrices contenanacacrol

Ces quantités ont été déterminées lors d'étuddsmiméires afin de respecter la linéarité
présentéee en figure 57.

Les échantillons ont été maintenus a 25°C dansubateur du passeur automatique
Combipal (CTC Analytics, Suisse). L'équilibre therdynamique était atteint au bout de
guatre heures. Par praticité, les mesures onaégsfa 24 heures. Cing répétitions par masse
et par matrice ont été réalisées. Chaque flacogt@'atilisé qu'une seule fois.

Dans une premiére étape, les coefficients de pmargay/eau () ont été déterminés.
Ensuite, les coefficients de partage ont été mespoé@ir les differentes matrices n{iico.
Pour chaque matrice, le pourcentage de rétentionoduyposé d’arbme a été calculé selon
I'équation 30.

% de rétention = (M) * 100 Equation 30

Kmatrice

3.3.1.2 Conditions chromatographiques

Le passeur automatique Combipal (CTC AnalyticssS$a)i a été utilisé pour cette analyse
chromatographique. Un énde chaque espace de téte a été automatiqueméntépréa une
seringue a gaz de un mL préalablement chauffé &.40&chantillon gazeux a été injecté a
une vitesse de 200 uL/s dans un chromatographéa&seazeuse Trace (Thermo Electron
Corporation, USA) équipé d’'un injecteur splitles40°C, d’'un détecteur d'ionisation de
flamme a 250°C, d'une colonne DB-WAX (30 m x 0,32 mbe diamétre interne, épaisseur de
film de 0,50 um; J and W Scientific). Le gaz vectétait de I'hélium avec une vélocité de 45
cm/s.

La température du four variait selon les compo&a®he :

- Acétate d’éthyle : 50°C pendant 3 minutes, 50°@@°C a 10°C/min puis de 100°C a
180°C a 20°C/min.

- Hexanoate d’éthyle : 150°C a 215°C a 5°C/min

- Carvacrol : 60°C a 120°C a 5°C/min.

4 Analyses statistiques

Des analyses en composantes principales et dgsasale variance sur les données obtenues
ont été effectuées avec le logiciel Stati$tiae8 (Statsoft, France). La significativité a été
établie pour des valeurs de p < 0,05. Des tesiEdgter ont été appliqués pour déterminer les
différences significatives entre les valeurs.
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Le logiciel SI/CCUB MatlaB a été utilisé pour la modélisation mathématique ideages
obtenues via la MEB.

5 Synthese des méthodes utilisées
Le lien entre les principales méthodes utiliséedest différents chapitres de la partie
« Résultats et discussion » est présenté dansléatal3.

Tableau 13 : Lien entre les différents protocoles éés différents chapitres de la partie résultats ediscussion.

Technigues mises en ceuvre N° du chapitre de la partie résultats e
discussion correspondant

Test de pénétrométrie Chapitre 1.1.2

Viscoélasticimétrie Chapitre 1.1.1

MEB Chapitre 4 publication Il

DRX Chapitre 2 publication | et publication Il

DSC Chapitre 2 publication Il

Extraction Likens Nickerson Chapitre 2 publicatibn

SPME Chapitre 2 publication 11 et chapitre |3
publication 11l

Méthode des ajouts dosés Chapitre 2 publication Il

PRV Chapitre 2 publication |

Le schéma (figure 58) récapitule toutes les méthadeses en oceuvre présentées dans ce
chapitre selon les concentrations en composés rdardes matrices et I'état des matrices
(vieillies ou avec séparation de phase).
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RESULTATS ET DISCUSSION

1 Caractérisation de la matrice mixte amidon de pomme de

terre - glucomannane de konjac

L'objectif de cette étape était de caractérisemlatrice mixte « amidon de pomme de
terre - glucomannane de konjac » (SK). Nous avomstrm@ dans I'état de l'art que la
communauté scientifigue semble d’'accord pour a#firmque le glucomannane de konjac
modifie la gélatinisation et la rétrogradation terlidon et donc les propriétés physiques des
dispersions d'amidon. En effet, la présence de aghamnane de konjac diminue le
gonflement des grains d’amidon ayant comme conswgueine libération moindre de
I'amylose. La viscosité de la phase continue es$ phportante en raison de la présence du
glucomannane de konjac. Les interactions glucomammie konjac - eau sont importantes
perturbant la réorganisation moléculaire de I'aregldors de la rétrogradation. Il convient
donc de vérifier ces conclusions dans notre systéidide en répondant aux questions
suivantes : Est-ce que l'ajout de 0,2 % de glucaraaa de konjac modifie la gélatinisation et
la rétrogradation d’une suspension d’amidon de perdmterre a 5 % ? Quel est I'impact du
glucomannane de konjac sur les propriétés physidegslispersions d’amidon de pomme de
terre ?

Cette caractérisation de la matrice SK a été eféect
- a differents moments d’observation : pendant raitegment thermomécanique
(process), immeédiatement en fin de process, eeddels apres le process.
- a différents niveaux d’observation : aux niveanacroscopique et microscopique. A
chaque niveau d’observation, difféerentes techniglesalyse ont été employées (figure

59).

Pendantle Immédiatement en fin 24 H plus tard

process de process

=_ — Etude
. e. . e' macroscopique

macroscopique macroscopique

. "y . . - tests de
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Microscopie optique Etude

microscopique

Etude
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MEB
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La combinaison de ces différents moments et nivediobservation a permis une
caractérisation compléete du systéme d’étude.

1.1 Résultats

1.1.1 Caractérisation des matrices pendant le process et immédiatement en fin
de process
Voici un exemple de profils de viscosité apparestiéenus avec le RVApour la matrice

amidon de pomme de terre (PS) et la matrice « amidgiucomannane de konjac » (SK)
(figure 60).

Pic de viscosité

2100 100
201 Matrice amidon +
19091 L %
glucomannane de
™1 konjac (SK)
- onjac ( -
1600 4
1500 4 70
1400 4
1300 4 .
80
1200 4 =
a(;,l'lm-/ | mé
~— 1000 4 o
2 s T (rature d Matrice amidon )
S ] gelatinisation s) B
" . L <
s m{ 8 Viscosité finale |
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Figure 60 : Profils de viscosité apparente obtenusu RVA® de la matrice amidon de pomme de terre (courbe hle) et
de la matrice mixte amidon de pomme de terre — glaenannane de konjac (courbe violette). La courbe raye indique
le programme de température.

La viscosité augmentait drastiquement a partir @’température supérieure a la température
de gélatinisation. Puis la viscosité chutait a ipattt moment ou les grains d’amidon
commencaient a se rompre, solubilisant 'amylostteCchute de viscosité était d’autant plus
importante pour SK. Ceci est un premier indicategévélant la différence de quantité
d’amylose présente dans la phase continue. En pftet la quantité d’amylose solubilisée est
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importante dans la phase continue, plus le résed@coiaire entre les grains sera renforcé ou
« agrégeé » assurant ainsi une stabilité du systeme

Trois parametres ont été extraits de ces courbes:
- le pic de viscosité qui refléte la capacité dentéda d’eau ;
- la température de gélatinisation qui correspona &mpérature minimum pour
gonfler le grain amidon (prise au changement dégpen
- la viscosité finale qui reflete I'effet épaississaties hydrocolloides. Ce
parametre est souvent utilisé en industrie comraet étn indicateur qualité de
I'échantillon.

On n'observe aucune différence significative duap@tre température de gélatinisation entre
les matrices avec et sans glucomannane de koajaledu 14). La présence de glucomannane
de konjac ne modifiait pas la vitesse de gonflengestgrains d’amidon. Par contre, le pic de
viscosité et la viscosité finale étaient significatnent plus élevés en présence de
glucomannane de konjac. La quantité de matiérd agproximativement identique entre les
deux matrices, cette augmentation de viscosité @wat attribuée a I'effet épaississant du
glucomannane de konjac qui est capable d’absodseuja 100 fois son poids en eau. Cette
compétition pour I'eau entre le glucomannane dgdmat les grains d’amidon augmenterait
la concentration du glucomannane de konjac danphlse continue et par conséquent
diminuerait le gonflement du grain d’amidon. Pawérifier, des observations au microscope
optique et la détermination des indices de gonfteroat été réalisées.

PS 70,2+0,5 1564 +41 1046 + 53
SK 70,1 +0,6 2250 +161 1315+74

Immédiatement en fin de process, SK a été dilués da I'eau apres coloration au lugol et
observée au microscope optique. Une phase contolerée en bleue a été observée,
caractéristique de I'amylose, et des débris ountdfaes » de grains d’amidon en violet
(figure 60). La présence de glucomannane de konjampéchait pas I'amylose de se
solubiliser dans la phase continue.
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Figure 61 : Observation au microscope optique de lanatrice mixte amidon de pomme de terre - glucomarane de
konjac (SK) colorée au lugol et diluée dans I'eau.’observation a été faite immédiatement a la fin dutraitement
thermomécanique.

D’autres observations au microscope optique apisation au lugol ont été effectuées mais

sans dilution dans I'eau (figure 61). Différentaslés de grains d’amidon de pomme de terre
ont été observées. lls semblaient étre plus peftitprésence de glucomannane de konjac
(matrice SK) que dans la matrice PS.

SK PS

Figure 62 : Observation au microscope optique de lanatrice mixte amidon de pomme de terre - glucomarane de
konjac (SK) et de la matrice amidon de pomme de tez (PS) colorée au lugol. L'observation a été faite
immédiatement a la fin du traitement thermomeécaniqe.

Pour valider ces observations microscopiques par dimnées chiffrées, les indices de
gonflement et la fraction volumique ont été détessi Les résultats sont présentés dans le
tableau 15. Nous avons une différence significativiee PS et SK sur les deux parametres.
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PS 105+ 6 0,520 + 0,00f
SK 95 + 4° 0,533 + 0,007

L’indice de gonflement estime la quantité d’eaucadée par le grain d’amidon. Sa valeur
était proche de 100 ce qui signifie que les grdiasidon ont gonflé pendant le traitement
thermomeécanique. Néanmoins, ce gonflement étaihdneien présence de glucomannane de
konjac. Il est donc probable qu’il y ait eu moiriamdylose solubilisée dans la phase continue,
ce qui est en accord avec la chute de viscosit@riimpte observée apres le pic de viscosité
sur les profils de viscosité apparente obtenus\&R

La fraction volumique augmentait significativement présence de glucomannane de konjac
ce qui signifie que le volume de la phase contiétat réduit. Par conséquent, 'amylose
solubilisée était concentrée dans cette phase.eet de concentration en présence de
glucomannane de konjac est cohérent avec l'augtmemtau pic de viscosité et de la
viscosité finale apparente observée précédemment.

Selon nos résultats et dans nos conditions expetaies, le glucomannane de konjac impacte
la gélatinisation de I'amidon de pomme de terre.

1.1.2 Caractérisation des matrices immédiatement en fin de process et durant les

24 premieres heures
La figure 63 présente un exemple de spectre masartenu pour PS et pour SK, c’est-a-
dire I'évolution de G’ et G” en fonction de la fjgence, obtenue a 60°C (immédiatement en
fin du traitement thermomeécanique). Deux répétgiont été faites par matrice. Au préalable,
le domaine linéaire a été vérifié.

Les spectres de PS et SK présentaient la méme allGf et G” sont paralléles et G’ est
supérieur a G”. C’est une allure caractéristique abmportement de transition entre une
solution et un gel.
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Matrice Amidon (PS) Matrice Amidon — glucomananne de konjac (SK)
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Figure 63 : Spectres mécaniques de la matrice amidade pomme de terre (PS) et de la matrice mixte adon de
pomme de terre — glucomannane de konjac (SK) obteaw 60C, et a 2,5 % de déformation.

Nous avons choisi de comparer les valeurs de G’ ,eGTans (= G”/G’) pour une fréquence

de 1 rad/s. A 60°C, les valeurs de G’ de PS étgikrst élevées que celles de SK. G” était
sensiblement identique. Cette différence se trapgait une différence de valeur de Tan
(tableau 16). Ce parametre reflete la mobilité medécules et en conséquence le degré de
structuration des matrices. Plus cette valeur &ssdy plus le systéme est structuré.

Tableau 16 : Valeurs moyennes et écart-types de Tarpour la matrice amidon de pomme de terre - glucomanane de

konjac (SK) et la matrice amidon de pomme de terréPS) obtenues a 60°C immédiatement en fin de prosest a 25°C
24 heures plus tard.

Tan & a 60°C, fin de process  Tan é a 25°C, 24 heures plus tard
PS 0,38 £ 0,00 0,09 + 0,00

SK 0,53 +0,04 0,24 +0,01

A 60°C, Tamd de PS était inférieur a celui de SK. Immédiatemamtfin de process, la
présence de glucomannane de konjac diminuait lectstiation du systeme amylacé. Ce
résultat conforte les résultats obtenus précédernmen

La gélification et la rétrogradation de I'amidon plemme de terre ont été suivies pendant les
24 premiéres heures suivant la fin de la fabriceffigure 64). En toute logique, le module G’
augmentait au cours du temps. L'évolution étaispiaportante pour PS que pour SK. Dans
les deux systémes, G” évoluait peu.
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Matrice Amidon PS Matrice Amidon — glucomananne de konjac SK
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Figure 64 : Suivi de gélification de la matrice andon de pomme de terre (PS) et de la matrice mixtenadon de
pomme de terre — glucomannane de konjac (SK) penda@4 heures a 2,5 % de déformation et a 1 rad/s.

Les spectres mécaniques de PS et SK obtenus ae23?€ heures apres la fabrication sont
présentés en figure 65.

PS présentait un comportement de solide avec @&ment supérieur a G” et G’ stable aux
basses fréquences. Néanmoins, a des fréquenceseamg® a 2 rad/s, G’ variait |égerement
en fonction de la fréquence et G” augmentait dgofaplus importante. Nous sommes en
présence d’'un gel faible.

SK présentait aussi un comportement d'un gel avécs@périeur a G”. Cependant,
contrairement a PS, G’ évoluait dans les bassesidrices. Nous sommes en présence d’'un
systéeme intermédiaire entre un gel faible et uhgtisn.

Durant les 24 premiéres heures de la rétrograddgoifamidon, les valeurs de G’ relevées a
1 rad/s ont logiqguement augmenté. A nouveau, nbssreons des valeurs plus élevées de G’
pour PS que pour SK. Ceci est conforme avec l@rdittire : I'ajout de glucomannane de
konjac diminue le module G’ (Yoshimura, Takaya let 998b). La valeur de Tahde SK
était toujours plus importante que celle de PSd€tab16) traduisant la faible structuration de
la matrice SK par rapport a PS. L'ajout de 0,2 %gtlecomannane de konjac a ralenti la
rétrogradation de I'amidon de pomme de terre.
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Matrice Amidon (PS) Matrice Amidon — glucomananne de konjac (SK)
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Figure 65 : Spectres mécaniques de la matrice amidade pomme de terre (PS) et de la matrice mixte adon de
pomme de terre — glucomannane de konjac (SK) obtesl24 heures apres le traitement thermomécanique,2b°C et a
2,5 % de déformation.

s

Les propriétés mécaniques de PS et SK ont égalefteritvaluées en large déformation par
des tests de pénétrométrie, 24 heures apres ladabn. Aucune variation significative de la
valeur Fmax n’a été observée entre PS et SK (fi§aye
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Figure 66 : Valeurs moyennes et écart-types de FmaxN) pour la matrice mixte amidon de pomme de
terre - glucomannane de konjac (SK) et la matricermidon de pomme de terre (PS), obtenues a 25°C, 24&gres la fin
de la fabrication.

Nos résultats sont en accord avec la littératuteang, Kennedy et al. (2007) ont montré que
I'ajout de 0,1 %, 0,2 %, 0,3 % ou 0,4 % (m/m) glacomannane de konjac a des gels

Y

d’amidon de riz a 5% (m/m) (32% amylose) n'aegtait pas le module Fmax.
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Charoenrein, Tatirat et al., (2010) ont égalemenhtné les mémes résultats sur des gels
d’amidon de riz a 8 % (m/m) en ajout de 0,3 %00 % (m/m) de glucomannane de

konjac. Ceci confirme bien qu'a faible concentnatide glucomannane de konjac et en
absence d’agent alcalin, le glucomannane de kaggimcapable de former un gel.

Pour conclure sur la caractérisation des matricgésh@ures aprés la fin du traitement
thermomécanique, des observations microscopiqudbtEdhont été réalisées. Globalement, il
était difficile a I'ceil nu de voir des différenceatre les clichés microscopiques de SK (figure
68) et PS (figure 67). Tous les deux présentaieet surface homogéene avec des cavités
(trous sur les observations) de différentes taill€ss cavités observées sur les clichés
correspondent aux poches d’eaux présentes danatteenavant les étapes de déshydratation
et dessiccation.

100pm ICB 6/29/2015 I 100pm ICB 6/29/2015
X 50 5.0kV LEI WD 23.4mm| X 250 5.0kV LEI WD 15.4mm

Figure 67 : Observations au MEB de la matrice amido de pomme de terre (PS), 24 heures apres le traibent
thermomécanique au grossissement X50 (a gauche)X&50 (a droite). La barre d’échelle représente 100m.

»

2
> / 2 - -
100um ICB 6/29/2015 I 100pm ICB 6/29/2015
5.0kV LEI WD 23.4mm| X 250 5.0kV LEI WD 14.8mm

Figure 68 : Observations au MEB de la matrice mixtemidon de pomme de terre — glucomannane de konjagK), 24
heures aprés le traitement thermomécanique au grassement X50 (& gauche) et X250 (a droite). La bar@échelle
représente 100 pum.
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La modélisation de ces clichés via la transform&&alrier Généralisé a permis d’obtenir les
descripteurs de I'état de surface de PS et SK pi&sesn figure 69. L'interprétation de ce

graphique est basée sur la position des point® ¢a dlistance entre eux. Les points étant
localisés dans un méme cluster ont un état decau(tatexture ») similaire.
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Aucune différence entre les descripteurs de l'd¢asurface de PS et SK n’a été observée. La
dispersion des points de chaque matrice est ttésdgé&ne. L'état de surface correspondant a
la microtexture correspond aux zones lisses obssrgar les clichés en figures 67 et 68.
L’état de surface correspondant a la macrotextstel@ aux cavités observées (figures 67 et
68).

Parmi toutes les méthodes employées pour caraatéaisnatrice mixte amidon de pomme de
terre — glucomannane de konjac, seuls les testspé&eétrométrie et la microscopie
électronique a balayage n'ont pas permis de diséindg®S de SK. La figure 70 réecapitule
I'évolution des paramétres discriminants cités @déecnment selon I'ajout de 0,2 % (m/m) de
glucomannane de konjac a une suspension d’'amidpordene de terre a 5 % (m/m).
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Nous avons démontré que l'ajout de 0,2 % de gluomaae de konjac a une matrice
d’amidon de pomme de terre a 5 % ne formait pagelin_’ajout de glucomannane de konjac
augmentait de facon significative la viscositéasuspension d’amidon de pomme de terre.

Le glucomannane de konjac n’empéchait pas la gé&ation de I'amidon de pomme de terre
mais la ralentissait. En effet, sa présence daptdae continue diminuait le gonflement des
grains d’'amidon de pomme de terre limitant la siikdtion de 'amylose. De plus, le volume
de la phase continue était diminué entrainant et efle concentration de 'amylose. Cette
organisation engendrait un systéme peu structa® (@elta élevé) et peu résistant au
cisaillement (chute importante de la viscosité oEseau RVA apres le pic de viscosité).

Ces résultats complétent et confortent les résutibtenus par les collegues de I'INRA de
Nantes travaillant sur le méme projet avec les nséots d’amidon de pomme de terre et de
glucomannane de konjac. lls ont étudié linfluerde I'ajout de différentes teneurs de
glucomannane de konjac (quantité variant de 0,2 ¥&@& (m/m)) sur la gélatinisation et la
rétrogradation de gel d’amidon de pomme de tetenéaur variable (de 5 % a 10 % (m/m))
par DSC et diffraction des rayons X (Schwartz, laél Bt al., 2014).

Un focus a été effectué uniquement sur les matdoasmunes aux deux études.
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Pour I'analyse en diffraction des rayons X, le poole thermomécanique appliqué pour la
préparation des échantillons a été effectué av&vIe®. Les différences par rapport a celui
appliqué dans notre étude sont présentées daaisidan 17.

Tableau 17 : Différences dans le protocole thermomanique de préparation des matrices entre I'équipe &l Nantes et
I'équipe de Dijon.

~ Protocole RVA & Protocole RVA a

Dijon Nantes
Rampe de chauffage et de refroidissement 12 10
(°C / min)
Température maximale (°C) 95 90
Durée de l'isotherme pendant la température 3,5 15
maximale (minutes)
Température finale (°C) 60 20

Pour l'analyse en DSC, le traitement thermomécanigppliqué était différent. 100 mg
d’amidon de pomme de terre natif et 500 uL d’ungpsusion de glucomannane de konjac a
0,2 % (m/m), préalablement homogénéisée a 20°Camer&D minutes, ont été déposés dans
une capsule en inox. Le programme de températuptigap était de 25°C a 120°C a
1°C/min.

L’effet du glucomannane de konjac sur la gélatimsade I'amidon de pomme de terre a été
étudié par DSC. Les résultats sont présentés dratall8. Aucune différence n'a été
observée sur les valeurs de température initialy, @e température du pic {jTni sur
I'enthalpie de gélatinisatio\H). Cela montre que la gélatinisation de 'amidenpdmme de
terre se produit en présence de glucomannane gackétar contre, la température finalg)(T
a été augmentée en présence de glucomannane dec.k@gtte augmentation traduit le
ralentissement de la gélatinisation de l'amidon mlmme de terre en présence de
glucomannane de konjac.

Tableau 18 : Valeurs moyennes et écart-types de larhpérature de gélatinisation et d’enthalpies de lenatrice amidon

de pomme de terre — glucomannane de konjac (SK) ket matrice amidon de pomme de terre (PS) obtenueapDSC.
T, correspond a la température initiale. T, correspond a la température du pic. T correspond a la température finale.

Tp (°C) “Tc (°C) AH (J/g d’amidon sec)
PS 60,2 +0,3 65,2 +0,2 70,5+0,3 15,8+0,4
SK 60,0 £ 0,2 65,3+0,2 71,2+0,2 15,8 £ 0,2

Les spectres de diffraction aux rayons X de Peétdient du type B, mettant en évidence la
rétrogradation de I'amidon de pomme de terre esgmeée de glucomannane de konjac. Les
molécules d’amylose et d’amylopectines s’organistaé® doubles hélices.

Enfin, la quantité d’eau congelable a été détermipar micro - DSC. La quantité d’eau
congelable de PS était de 100 % (ratio eau libgg [(kau totale (kg) = 0,9998 + 0,0001)),
celle de SK de 97 % (ratio eau libre (kg) / eaalto{kg) = 0,9714 + 0,0003)) c’est-a-dire que
par rapport a PS, SK avait 3 % d’eau non-congeldbdgte diminution de la quantité d’'eau
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congelable en présence de glucomannane de koméiquerait I'impact de cet hydrocolloide
sur la gélatinisation et la rétrogradation de 'dom de pomme de terre. En effet, la phase
visqueuse entourant les grains d’amidon gonflésitsetu glucomannane de konjac
interagissant avec I'amylose solubilisée aboutisada formation d’'une structure spongieuse.
Cette structure pourrait étre la raison de I'augiedon de la quantité d’eau non-congelable et

retarderait I'agrégation des molécules d’amylopestice qui est en accord avec I'effet

du

glucomannane de konjac sur la gélatinisation eétilogradation de 'amidon de pomme de

terre observeé lors de leur étude et de nos résultat

La gélatinisation et la rétrogradation d’'une dispmr d’amidon de pomme de terre (5

%

(m/ m)) ont été possibles en présence de glucoamende konjac. Cependant, une tres faible

qguantité de glucomannane de konjac (0,2 % (m /ans)ffi pour perturber la gélatinisation
la rétrogradation de 'amidon de pomme de terre.

139

et



Résultats et discussion

2 Encapsulation moléculaire de composés volatils par une matrice

mixte amidon de pomme de terre - glucomannane de konjac
Dans ce chapitre, I'objectif est de valider ou nihypothése N°1 : «l'encapsulation
moléculaire de composés d’ardme par I'amylose dlamide pomme de terre en présence de
glucomannane de konjac est possible». L’étude marpsrmis de décliner cette question en
plusieurs hypotheses / questions secondaires gudstaillées ci-apres.

Les travaux antérieurs ont montré que I'amidon grapriété de former des complexes
amylose - ligand réversibles avec certains ligar@iss complexes sont formés, selon les
ligands pendant, a la fin de la gélatinisation 'denidon ou lors du refroidissement et ce, a
partir de concentrations faibles en ligand. Les diaoons opératoires influent sur
I'établissement de complexes amylose - ligand elestype de polymorphisme obtenu.

Le glucomannane de konjac semble avoir égalemepbtentiel intéressant d’encapsulation.
Seuls les travaux de Schwartz (2014) relatentllierfce de la présence de glucomannane de
konjac sur I'encapsulation moléculaire de compossatils par de 'amidon de pomme de
terre. Notre étude va permettre d’étoffer les cassamces sur ce sujet.

Au travers de notre démonstration, nous allonsyesste répondre aux questions suivantes :

- Est-ce que la présence de glucomannane de konjpacie sur I'encapsulation
moléculaire d’amylose d’amidon de pomme de teo@mposés volatils ?

- Est-ce que cette encapsulation moléculaire estaeti ?

- Est-ce que le glucomannane de konjac crée desadtians avec les composés
volatils ?

Pour valider I'hnypothese N°1 et répondre a cestijues la démarche expérimentale mise en
ceuvre est présentée en figure 71.
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Figure 71 : Récapitulatif de la démarche expérimemtie mise en ceuvre pour valider ou non I'hypothése °Nl :
« 'encapsulation moléculaire de composés dardme ads une matrice mixte amidon de pomme de
terre - glucomannane de konjac est possible ».

Dans un premier temps, I'impact de l'ajout des cosgs d’ardbme sur la gélatinisation de
I'amidon de pomme de terre a été étudié.

Puis, 24 heures apres la fin du traitement therncamque, les pertes de composés d’arébme
lors du process ont été dosées. Pendant le stodkag® heures, les matrices ont été
conservées a température ambiante. Enfin, la présem non d'interactions entre les

composés d'ardbme et les polysaccharides a été enisévidence par la méthode PRV et
confortée par des études en diffractions aux rayons

Les différentes méthodes mises en ceuvre dansdgattarche expérimentale sont présentées
en figure 72.
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Figure 72 : Méthodes mises en ceuvre dans la démaechxpérimentale mise en ceuvre pour valider ou nothy/pothése
N°1 : «l'encapsulation moléculaire de composés d@me dans une matrice mixte amidon de pomme de
terre - glucomannane de konjac est possible ».

2.1.1 Impact des composés d’arome sur la gélatinisation de I'amidon de pomme

de terre
Pendant le process, I'impact de I'ajout des trasnposés d’ardbme - hexanoate d'éthyle,
acétate d’éthyle et carvacrol - lors de la géla#ition de I'amidon de pomme de terre avec le
RVA® a été étudié. L'ajout des composés d’ardme, quelspit le moment d’ajout et quelle
gue soit la nature du composé d’'arbme n’avait aulyract sur la gélatinisation de I'amidon
de pomme de terre ni sur la viscosité des suspensibtenues. Les résultats sont présentés
dans la publication I.

2.1.2 Quantification des composés d’arome dans la matrice

Les échantillons ont été stockés 24 heures a temypér ambiante. Puis, la quantité de
composes d’arébme restant dans la matrice a éténdaée. La quantification du carvacrol et
de l'hexanoate d'éthyle a été realisée suite a wgrEaction - distillation simultanée
(Likens - Nickerson) (tableau 19).

Pour le carvacrol, approximativement 100 % du aaolaa été retrouve. Il n’y avait pas de
différence significative entre les matrices (p 86& aveca = 0,05). Pour ce composé peu
volatil, cela signifie que I'on a peu ou pas det@eiors de la fabrication et que la méthode
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d’extraction permet de doser le carvacrol dansl@aatjté, c’est a dire le carvacrol complexé
avec I'amylose et le carvacrol potentiellement nomplexé.

Tableau 19 : Quantités moyennes de carvacrol, d’heraate d'éthyle et d’acétate d'éthyle et écart-typesespectifs
exprimés selon le pourcentage de la quantité initie de composés d’ardbme (m/m) dosés dans les matacmidon de
pomme de terre (PS-ELA, PS-LLA) et les matrices amidode pomme de terre — glucomannane de konjac (SK-ELA,
SK-LLA). ELA signifie que le composé d’'arbme a été ajoié en début de process. LLA signifie que le composé
d’ardbme a été ajouté en fin de process. Les moyenregec différentes lettres sont significativement &érentes selon le
test de Fisher (p< 0,05).

| PS-ELA PS-LLA SK-ELA SK-LLA |
Carvacrol 100 £ 12 86+4 95+5 104 +8
Hexanoate d’éthyle 30 + 3° 22 + 2° 24 +1° 17 +3°
Acétate d’éthyle 93+ 7 89 + 8° 98 + 1° 62+1°

Pour I'hexanoate d’éthyle, 17 a 30 % du compos@diuiit dans le systeme ont été retrouvés.
Nous venons de montrer que cette méthode d’extra@st efficace. Par conséquent, ces
faibles quantités indiquent qu’il y a eu, lors depléparation, des pertes liées a la plus grande
volatilité du composé et au manque d’étanchéitgatlet échantillon du RVA

L’acétate d’éthyle, du fait de sa tres grande Vdkata nécessité 'usage d’'une autre méthode
d’extraction : la méthode SPME couplée avec la odhdes ajouts dosés. Excepté pour SK-
LLA, les matrices contenaient 89 a 98 % de l'agthéthyle. Ces pourcentages proches de
100 nous montrent que la méthode d’extractionféstee.

Pour les deux esters, I'acétate d’éthyle et I'hesddm d’éthyle, SK-LLA est la matrice qui en
contenait le moins. Nous constatons égalementaysgue ces deux esters étaient ajoutés en
fin de process, leur perte était plus importanexi@ourrait s’expliquer par la forte volatilité
de ces deux composés d’arébme, nettement plus lgajaie le carvacrol.

2.1.3 Etude de la présence ou non d’interactions entre les composés d’arome et

les polysaccharides
La présence ou non d’encapsulation moléculaireedes divers polyosides et les composés
d’arbme a été mise en évidence par la déterminagsncoefficients de partageifatrice Via
la méthode PRV. L’équilibre thermodynamique étdieiat en quatre heures a température
ambiante. Par praticité, les mesures ont été fapess 24 heures de stockage a température
ambiante. Les résultats sont présentés dans lecatith .
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Effect of konjac glucomannan addition on aroma relase in gels containing
potato starch
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Université de Bourgogne, AgroSup Dijon, 17 rue\sSk21000 Dijon.

¢ Unité de Physicochimie des Macromolécules, InstiNdational de la Recherche
Agronomique, BP 71627, 44316 Nantes, Cedex 03,céran

Abstract

The present study aimed to measure the retenti@romha compounds (ethyl acetate, ethyl
hexanoate and carvacrol) in dispersions based oja&@lucomannan and/or potato starch,
and to highlight the influence of konjac glucommamthe mechanisms involved in aroma
retention. Publications on the effect of konjaccgimannan on aroma release are scarce.
Konjac glucomannan is a polysaccharide used asod falditive for its viscous and
emulsifying properties. Retention of aroma compauid dispersions was calculated from
partition coefficients which were measured using ffhase ratio variation method. This
method, consisting of analyses of the headspaegualibrium, enables the determination of
the partition coefficient of volatile compounds angas/liquid system without external or
internal calibration. The three aroma compoundssehadfor this study behave differently
towards amylose. Prior to the release study, tihepbexing behavior of carvacrol with starch,
hitherto unknown, was investigated by X-ray diffran: Vg, amylose complexes were
formed with carvacrol. Our results showed no spedrteraction between ethyl hexanoate
and potato starch or konjac glucomannan. Ethylaéeeetention seemed to be due to trapping
in the complex network of polysaccharides and ® dbnsity of this network. Retention of
carvacrol was influenced by the nature of polysaddes present in the dispersion, and was
mainly governed by specific interaction with starékdditionally, the addition of konjac
glucomannan to potato starch dispersions decreastshtion of volatile compounds
complexing starch, but had little effect on retentof the other aroma compounds.

1Corresponding author. Tel.: +33 380 77 40 32
E-mail address: nathalie.cayot@agrosupdijon.fr (N.Cayot).

145



Publication I: Food Research International 64 (3Q12-419

Highlights
- Ve amylose complexes were formed with carvacrol.
- Aroma compounds can be trapped in Konjac dispersion

- Addition of konjac decreased retention governeghbgraction with amylose.

Keywords. Gas / dispersion partition coefficient, Phase &R¥@riation method (PRV), X-ray
analysis, Konjac glucomannan, Potato starch, Aroomapound .

1.INTRODUCTION

Polysaccharides, when used as thickening and igiagilagents in food formulation, are
commonly known to reduce flavor release due tormnease in viscosity and/or molecular
interaction with flavor compounds (Arvisenet, LeilBs al., 2002).

Among polysaccharides used in the food industerchtis one of the most important food
hydrocolloids. It is used not only as a main ingead of staple foods but also as a thickener,
gelling agent, stabilizer and fat replacer in pesegl food products. Starch may interact with
small molecules such as aroma compounds or ligidditionally, to avoid negative effects
such as syneresis which may occur during storatper dwydrocolloids are often added to
starch to maintain overall product quality throughthe shelf-life. Synergistic interaction
between starch and the added hydrocolloid may mothié texture, improve moisture
retention and control water mobility (Takahiro, ¥ohet al., 2005; Alam, Siddiqui et al.,
2009).

Konjac glucomannan (KGM) is one of these polysaddea. KGM is an essentially
linear polysaccharide composed of block$-df,4-linked mannose and glucosyl residues with
approximately 5-10 % acetylation (Yoshimura, Takaaal., 1998b; Khanna and Tester,
2006). KGM was reported by diverse authors to adewsynergistically with carrageenan,
xanthan, gellan gum, and with starches of variataric origins: maize (Yoshimura, Takaya
et al., 1998a; Yoshimura, Takaya et al., 1998b;ritlaaand Tester, 2006), wheat (Takahiro,
Yohei et al.,, 2005; Zhou, Wang et al., 2008), potd€hanna and Tester, 2006), tapioca
(Muadklay and Charoenrein, 2008), and rice (Hudfgnnedy et al., 2007; Charoenrein,
Tatirat et al., 2010). All these authors found ttte high water holding capacity of KGM
prevented syneresis occurring in starch gels andesl down the retrogradation rate of starch
during storage. Due to its technological propertidgen combined with other ingredients,
KGM can also be used as a ‘fat analogue’ in thentdation of reduced/low-fat food products
(Delgado-Pando, Cofrades et al., 2011; Jimenez-&uwénmo, Cofrades et al., 2013).
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To our knowledge, publications on the effect of jgorglucomannan on aroma release are
scarce. Though the addition of a small amount oKt& starch matrices might be useful to
control the texture and extend the shelf life obdoproducts, it might also affect the
interactions between aroma compounds and starah, a8 a consequence, affect flavor
retention and release.

In this context, the present study aimed to meaeeetention of aroma compounds in
dispersions based on konjac glucomannan (KGM),tpadtarch (PS) and a dispersion of
konjac glucomannan and potato starch (SK) and igigtdd the influence of the konjac
glucomannan on the mechanisms involved in aronestien.

Three aroma compounds with different physicochehpoaperties, functional groups and
behavior towards starch were chosen: ethyl hexanadhyl acetate and carvacrol. Ethyl
hexanoate and ethyl acetate are two aroma compdrerisently used in food research. Ethyl
hexanoate can induce V6Il amylose but ethyl acesat®n-complexing with amylose (Biais,
Le Bail et al., 2006). Carvacrol is a phenolic compd and a natural antioxidant of great
interest for the food industry because of its iitbily effect on the growth of various
microorganisms and its capacity to protect orgasignd cells from damage induced by
oxidative stress (Burt, 2004; Ben Arfa, Combesl|gt2006). The complexing properties of
carvacrol with amylose are unknown. X-ray analysés used in the present study to verify
its complexing behavior: V61l amylose complexeseviormed with carvacrol.

The retention (or release) of the three aroma coam@® in complex matrices can be
measured using the gas/dispersion partition coefficK (= Cg/Cm) at equilibrium under
infinite dilution conditions. No specific interach was found between ethyl hexanoate and
the different polysaccharides. Ethyl acetate reenseemed to be due to trapping in the
complex network of polysaccharides and to the dgwsithis network. Retention of carvacrol
was influenced by the nature of polysaccharidesgmin the dispersion, and was mainly
governed by specific interactions with starch. Aiddially, the addition of konjac
glucomannan to potato starch dispersions decreastghtion of volatile compounds
complexing starch, but had little effect on retentof the other aroma compounds.

2.MATERIALS AND METHODS
2.1. Materials

Potato starch (PS) (Sigma Aldrich) and purified jmenglucomannan (KGM) (kindly
given by Georges Srzednick (UNSW, Sidney)) weredugeueous dispersions of potato
starch (PS), of konjac glucomannan (KGM), and oé tstarch — konjac glucomannan
dispersion (SK) were made using deionized MilliQteva

Ethyl acetate (CAS number: 141-78-6, Lag:R= 0.73, molecular weight = 0.088 kg.mol
! boiling point = 77°C, vapor pressure at 25 °C 3105 Pa, water solubility at 25°C =
0.082 kg.L*, non complexing with amylose (Biais, Le Bail et &006)) and ethyl hexanoate
(CAS number: 123-66-0, Log,R.~ 2.83, molecular weight = 0.144 kg.ripboiling point =
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170 °C, vapor pressure at 25 °C = 240 Pa, watebiity at 25°C = 0.00048 kg:t, V6lI-
type complexes with amylose (Biais, Le Bail et 2D06)) were supplied by Aldrich (Saint-
Louis, USA).

Carvacrol (CAS number: 499-75-2, LagR~ 3.49, molecular weight = 0.150 kg.rtpl
boiling point = 237 °C, vapor pressure at 25 °C #a3 water solubility at 25°C =
0.00125 kg.L}, V6lIl-type complexes with amylose (Biais, Le Batlal., 2006)) was supplied
by SAFC (Saint-Louis, USA). The purity of the thraeoma compounds was greater than
98 %.

Propylene glycol (Aldrich, purity 99.5 %, food gegdCAS number: 57-55-6, Logfw=
-0.92, molecular weight = 0.076 kg.rffplboiling point = 155 °C, vapor pressure at 25 °C =
39 Pa, water solubility at 25 °C = 0.811 kg,LV6l-type complexes with amylose (Biais, Le
Bail et al., 2006)) was used as a dispersion sblt@rprepare a stock solution of aroma
compound.

2.2.Preparation of carvacrol — amylose complexes

The preparation procedure was designed to favorfdimeation of complexes. Twenty
eight grams of distilled water was stirred for 1mwith a bubbling of nitrogen to prevent
further oxidation, and was put in an aluminum flaBktato starch was gently added and the
resulting PS dispersion (5 % w/w) was stirred toidwsedimentation. In the case of the SK
dispersion, KGM was added to the PS dispersiory skewly but with strong stirring. Then
the dispersion was put in the RVA apparatus (NewBoientific, Jessup, USA) at 50 °C for
1 min and carvacrol (1 cthwas added. The dispersions were heated to 9@ &Ccanstant
rate of 10 °C.miH, kept at this temperature for 15 min and finathpled to 20 °C at the same
rate. At the beginning of the pasting profile, thepersion was stirred at 960 rpm for the first
10 s to ensure the uniformity of the dispersiorteAfiards, a constant stirring of 160 rpm was
applied.

After cooling, water content of samples was adpiste Aw = 0.75 by desorption over
saturated NaCl solution.

2.3. X-ray diffraction analysis

Fifty milligrams of sample equilibrated at Aw=0.W&as sealed in a copper ring between
two adhesive tape sheets to prevent any changeater wontent. The sample was examined
by Wide Angle X-ray Scattering. Measurements weesfqggmed using a D8 Discover
spectrometer with GADDS detector and cross-coupl@dors from Bruker-AXS (Madison,
USA), working at 40 KV and 40 mA, with a copper meohromator X=1.54059-18° m) and
sample alignment by microscopic video and lasetaDeere monitored by a 120° curve
detector for 10 min and normalized between 3 arfd21).
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2.4. Preparation of konjac-glucomannan and potato starchdispersions

Aqueous dispersions of potato starch (PS, 5% wbf)konjac glucomannan (KGM,
0.2 % w/w), and of the starch — konjac glucomandepersion (SK, 0.2 % w/w of konjac
glucomannan and 5 % w/w of potato starch) were greap using a Rapid ViscoAnalyser
(RVA) Super 4 apparatus (Newport Scientific, JessUpA) with the “STD1” thermal
program. The dispersions were kept at 50 °C forird, teated from 50 °C to 95 °C at a
constant rate of 12 °C-mtnkept at 95 °C for 3.5 min, cooled to 60 °C at $aene scanning
rate and then kept at 60 °C for 3 min. The agitapeed was fixed at 960 rpm for the first
10s at 50 °C then for 10s at 60 °C (during caplito ensure the uniformity of the
dispersion, and finally at 160 rpm until the endtloé process. A stock solution of aroma
compound was prepared by dissolving a given amo@irdroma compound in propylene
glycol at 25 °C while stirring in order to obtairfinal concentration of 2 mmoles of volatile
compound per glucose equivalent in the polysacdbagel. The stock solutions were stored
at 4°C. One hundred pL of stock solution was adeider before heating (early ligand
addition: ELA), or after cooling (30 sec after th®art of the plateau at 60 °C, late ligand
addition: LLA). Resulting concentrations of arom@agpounds in polysaccharide gel are as
follows: carvacrol 77.1 mgt, hexanoate 65.4 mgiLand 41.3 mg-t ethyl acetate.
Distilled de-ionized water (STD) was used as thetrmd and underwent the same preparation
procedure. Finally, for each aroma compound, hesghtples in triplicate were made: STD-
ELA, STD-LLA, PS-ELA, PS-LLA, KGM-ELA, KGM-LLA, SKELA, SK-LLA.

Viscosity profiles were recorded for all of the &yns. Three parameters were taken from
the RVA curves: pasting temperature (°C) (corregipanto the beginning of the increase in
viscosity), peak viscosity (Pa-s) and final visposit 60 °C (Pa-s). Corresponding values
(meant standard deviation of triplicate) are reported afble 1.

2.5.Head Space Gas Chromatography analysis (HS-GC)
2.5.1. Sampling

Immediately after preparation, different amountsgiag from 50 mg to 3000 mg of
each preparation were poured into headspace valm(, Supelco, Bellefonte, USA): 50 mg
to 3000 mg for preparations with ethyl acetatepfspto 1000 mg for preparations with ethyl
hexanoate, and 50 mg to 1500 mg for preparatiotisagirvacrol. The vials were sealed using
silicone septa in metallic caps (VWR InternationRladnor, USA). The samples were
maintained at 25 °C using the incubator of an aatarheadspace sampler CombiPal (CTC
Analytics, Zwingen, Switzerland) until the HS-GCalysis. Five repetitions were done per
volume.
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2.5.2. Gas Chromatography (GC) analysis

GC analysis was carried out according to (Savanjci@rd et al., 2006). One &rof
headspace was automatically withdrawn from thesviasing a 1 crh gastight syringe
(Gerstel, Mulheim, Germany) preheated to 40 °C. f§hseous sample was injected and
analyzed in a Trace gas chromatograph (Thermor&lecorporation, Marietta, USA) using a
flame ionization detector (FID).

Each vial was used only once. The injector tempegatvas set at 240 °C with an
injection rate of 20QL-s*. A 0.32 mm x 30 m capillary DB-Wax column (film G5um,
Chromoptic, Courtaboeuf, France) was used with raiezagas (helium) at a velocity of
45 cm-g

The setting for the oven temperature program degekod the aroma compound: for ethyl
acetate, 50 °C for 3 min, then up to 100 °C at@Q0in*, and up to 180 °C at 20 °C-rifin
for ethyl hexanoate, from 150 °C to 215 °C at 5Mi®™; for carvacrol, from 60 °C to 120 °C
at 5 °C.mift. The temperature of the detector was set at 250 °C

2.6. Phase Ratio Volume method (PRV)

At equilibrium, a one-ml sample of headspace wathdwawn from each tube and
analyzed by gas chromatography as described pr&yiolihe concentration of the volatile
compound in the headspace is proportional to thgkavolume in the vial. Ettre, Welter et
al., (1993) described the following linear relasaip:

1 1 K + Jé;

A ficm  fiCm )

where A is the chromatographic peak area at equiii fi'is the proportional factor, Cm is
the initial sample concentration in the sample @n the ratio between the volume of

headspace Vg and the volume of the dispersion /m\(g/Vm).

The quantities of samples (50, 100, 200, 500, 12000 and 3000 mg) poured into
glass vials represented different phase rgtipespectively, 479; 239; 119; 47; 23; 11, 5).

To transform mass into volume, the density of esample was measured using a
picnometer.

The equation (1) can be plotted as 1/A agdisthere a and b are respectively the
slope and the intercept. From the linear equatiatained (Eq. 2), the partition coefficient K
(=a/b) is calculated.

1
ATE )
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where a = K/fi Cmandb= 1ﬁ Cm.

K was measured in five intervals for each compound.

2.7.Data analysis

The reported values were obtained by averaging rdsults of three series of
determination and their corresponding standardatievis.

For each volatile compound, analysis of varianc®@V¥A) was used to determine
significant differences among gas/dispersion partit coefficients. Significance was
established at p < 0.05. Fisher's t-tests were usddtermine significant differences between
k values and % retention values in the differentrites (Statistica 8 for Windows software).

Principal Component Analysis (PCA) was also perfednto study the relationships
between aroma retention and dispersions (StaistaaVindows software).

3. RESULTS AND DISCUSSION
3.1.Interaction behavior of carvacrol towards amylose

The X-ray diagram obtained without carvacrol (speatnot shown) exhibited reflections
characteristic of B-type structure. This resulticades that the recrystallization of amylose
and amylopectin chains occurred in double helices.

X-ray diffraction patterns of PS and SK samplethm presence of carvacrol are shown in
Figure 1. The PS sample spectrum (Figure 1, cuywaelded two allomorphic structures: a
V6lll type structure, determined by (Buléon, Delagel., 1990) with reflections a®2 6.9°,
8.8° 9.6°, 11.1°, 12.5°, 13°, 15.2°, 17°, 19.2id £0°, and a B-type structuref(25.6°,
10.1°, 11.3°, 14.9°, 17°, 19.5°, 22°, 23.9°). Ase ttrystalline packing (lll) is present, it is
possible to conclude that amylose forms complexils warvacrol, and that the carvacrol
molecules were between the helices or inside ansideuthe helices. The B type structure
observed reflected the amylopectin retrogradatie.peak characteristic of recrystallized
free ligand is observed. Free ligand could be prieisethe liquid state.

The diffraction diagram of the complexes formedtle presence of KGM (Figure 1,
curve 2) showed the same reflections as the PSlsapectrum and the intensity of the peaks
were very similar. Therefore, these results hidttlilpe amylose complexation with carvacrol
in spite of the presence of konjac glucomannan.
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Intensity
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3.2.Pasting and viscosity characteristics of potato stah and konjac - glucomannan
dispersions

Pasting viscosity curves had the same shape fdr Opersions (data not shown):
viscosity increased as temperature increased abi®vgpasting temperature, and viscosity
decreased as the starch granules began to leachdhgonents.

Pasting temperatures were similar whatever ther@aitisample (Table 1). In contrast,
peak viscosities and final viscosities were sigaifitly higher for SK dispersions than for PS
dispersions. As the dry matter content is approtefgeequal for all dispersions, the increase
in viscosity can be attributed to the thickeninfgef of KGM. In fact, KGM can absorb about
ten times its weight of water. These results ar@crordance with other results reported in the
literature (Charoenrein, Tatirat et al., 2010). &wn Kataoka et al., (2005) explained this
increase by the thickening effect due to KGM bwoaby interactions between KGM and
swollen starch particles or with the leached amgtbip. These authors suggest that, upon
heating, glucomannan interacts with the long eatechains of amylopectin, leading to an
increase in paste viscosity of the starch — glucoraa dispersion.
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Such interactions between polysaccharides shouittibate to a decrease in the amount
of amylose leached during heating, thus reducing iticrease of the viscosity of the
continuous phase. Additionally, Bahnassey and Br¢&f894) suggested that competition for
water during starch swelling in the presence of K&Nkhore precisely, the diffusion of water
from the continuous phase containing KGM into tharch granules - increased the
concentration of KGM surrounding the starch graswule

The addition of volatile compounds had no impactheoverall shape of the paste curve,
whatever the nature of the volatile compound amdnioment it was added to the dispersion
(data not shown). Pasting temperatures and fingtogities were not modified by the
presence of volatile compounds (Table 1). In acawocd with other studies (Cayot, Lafarge et
al., 2000; Lafarge, Bard et al., 2008), the additid aroma compounds did not modify peak
viscosity for PS.
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Pasting temperature (°C)

Experimental values (means + s.d.)

Peak viscosity (Pa-s)

Experimental values (means + s.d.)

Final viscosity (Pa-s)

Experimental values (means + s.d.)

PS-ELA PS-LLA SK-ELA SK-LLA PS-ELA PS-LLA SK-ELA SKLA PS-ELA PS-LLA SK-ELA SK-LLA
noaroma - g oo, 045 70.12°°+ 0.62 1,562+ 0.041 2,256 0.161 1.04% 0.053 1.318+ 0.074
compound
Ethyl 70.258°  70.30° 69.83° 69.98™ 1.457 1.47F 1.866 2.05°° 1.073 1.104 1.304 1.326
acetate

+0.06 +0.00 +0.49 +0.46 +0.025 +0.015 +0.109 +0.056 +0.020 +0.014 +0.042 +0.016
Ethyl 70.22°  70.23 70.18°  69.88™  1.49F 1.449 1.900 2.076 1.086 1.065 1.327 1.332
hexanoate

+0.04 +0.06 +0.05 +0.46 +0.012 +0.023 +0.095 +0.044 +0.012 +0.043 +0.059 +0.037

70.26*  70.20° 69.63 69.78°  1.50F 1.474 1.995° 2.038° 1.09% 1.058 1.337 1.344
Carvacrol

+0.09 +0.09 +0.49 +0.73 +0.025 +0.020 +0.076 +0.108 +0.037 +0.035 +0.078 +0.020
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3.3. Partition coefficients of volatile compounds in pue water

Partition coefficients of volatile compounds (K) shidbe measured when the system is at
thermodynamic equilibrium and under conditions afinite dilution for the volatile
compounds. Preliminary experiments were done tdytrese conditions, and showed that
equilibrium was reached after four hours. For pcattreasons, samples were analyzed after
24h of storage. The air/water partition coefficeenf aroma compounds were representative
of the volatility of these molecules in water.

Partition coefficients of the three volatile compds were determined in water at 25°C,
and the K values obtained were 0.0125 for ethytatee 0.0399 for ethyl hexanoate, and
0.0010 for carvacrol (Table 2). The least volatiienpound (i.e. lowest K value) is therefore
carvacrol, and the most volatile compound is eti@danoate.

K

K Experimental values at 25°C

literature data at 30°C

Volatile

compound water STD-ELA STD-LLA
Ethv] acetate 0.0162* 0.012% 0.012%

y 0.0199** +0.0024 +0.0024
Ethyl 0.0302* 0.0399 0.0399
hexanoate 0.0340*** + 0.0052 + 0.0052
0.001£" 0.001G"°

Carvacrol 0.0002 +0.0001 +0.0001

* (Savary, Guichard et al., 2006) ** (Kopjar, Amalr et al., 2010) ***(Landy, Courthaudon
et al., 1996) ***** (Van Roon, Parsons et al., 2005

For the two esters, the measured values are irrgaoee with published data (Landy,
Courthaudon et al., 1996; Savary, Guichard et28l06; Kopjar, Andriot et al., 2010). The
slight differences can be attributed mainly to eliénces in the experimental conditions such
as the temperature of analysis. As expected, EBetttwo esters, volatility increased with the
number of carbon atoms in the molecule. In faatafmomologous series of esters, there is a
linear relationship between K and the number oba@aratoms (or hydrophobicity log P) i.e.
Log P increases as K increases. Thus, the polaactea of the compounds (log P) is reduced
as the carbon chain length increases (Jouguandu®&uet al., 2004; Savary, Guichard et al.,
2006).

Carvacrol was found to have a low partition coédfnt in water, i.e. to be less volatile
than the esters. Indeed, for partially soluble coumgls (solubility lower than 10 g?),
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Amoore and Buttery (1978) established a relatignginting partition coefficients in water as
a function of saturated vapor pressure, solubifityvater and molecular weight. So, despite
its high log P value, the very low vapor pressureamvacrol could explain this result.

The volatility of volatile compounds in water waskén as the reference for the
polysaccharide dispersions studied hereafter. Retenvas calculated as the ratio of the
difference between K obtained for water and K at®difor a given dispersion to K obtained
for water (x 100 to obtain a percentage) and tealte were reported in Figure 2.
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3.4. Effect of polysaccharide dispersions on the reterdn of volatile compounds

As retention experiments were measured at equihfrithe viscosity effect affecting
diffusion was limited, and the reported resultsyosiand for physicochemical interaction
between aroma compounds and polysaccharides.

Analysis of variance of the retention percentagessured for each aroma compound in the
different dispersions showed

- no significant differences for ethyl hexanoate,
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- significant differences for ethyl acetate betweepersions with starch and without
starch,
- significant differences for carvacrol.

A PCA analysis was done in order to determine wtiattors govern interaction, and
mainly for interaction with carvacrol.

As shown in Figure 3, the first two principal compats accounted for 82 % of the total
variance (51.85 % and 30.24 %, respectively). Tloé @f variables (Figure 3a) showed the
vectors of variables are well represented beingecto the correlation circle. On the first axis
(Fact.l1), the retention percentage of ethyl acetst@ositively correlated to dispersions
containing PS. The retention percentage of ethyhheate is negatively correlated to these
two variables. On the second axis (Fact.2), thent&in percentage of carvacrol is positively
correlated to the late ligand addition. The scdo¢ @f the different dispersions is in Figure 3b
and shows two groups of data: on the left sidexaf &, dispersions containing starch; on the
right side of axis 1, dispersions containing onl$M. This representation of the correlations
will help the following discussion on data.
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3.4.1. Aroma behavior in KGM dispersions

Whatever the aroma compound, the time when the ammpounds were added in
KGM dispersions during the pasting procedure (migdal “LLA” and “ELA”) had no
statistically significant effect on retention.

For both esters, a retention ranging between 126 was measured in presence of
KGM. The literature attributes this effect to thestence of hydrophobic interactions between
non-polar esters and polymer chains. In fact, KGMleoules in water can regroup
themselves to create a local hydrophobic medium taed organize the water molecules
between them. Thus hydrophobic molecules such kgl ecetate and ethyl hexanoate
introduced in such a solution can interact with K®ktause of the lack of strong favorable
interaction with water molecules.

A negative retention ranging between -8 and -30 & weasured for carvacrol, but
these results were obtained with huge standarchtiens. In any case (considering negative
retention or no retention), these results were r@ing because carvacrol was a more
hydrophobic compound than the esters. This effecidc be assimilated to a salting-out
phenomenon revealing competition between carvaamdl the macromolecules of KGM to
bind water molecules. In spite of its relativelgimihydrophobicity (Log P=2.83), carvacrol
has a hydroxyl group which may interact with wateslecules through H-bonds. So, there
could be a competition between carvacrol and KGMbitad water molecules which could
explain its negative retention. The same behavias weported for ethyl hexanoate in soft
drink model systems containing sugars (HanssonA&dersson J. et al.,, 2001), for 2-
butanone and 1-hexanol in maltodextrin solutiomsi@liand, Ducruet et al., 2004), and for
ethyl acetate and ethyl isobutanoate in stirrechyoigmodels (Nongonierma, Springett et al.,
2006). In all these food systems, the macromolacsidubilization necessitates water and so
less free water is available to interact with ildatompounds (Jouquand, Aguni et al., 2008).

3.4.2. Aroma behavior in starch dispersions

In dispersions containing starch, all the aroma mpmunds were retained at different
levels: the measured values ranged from 5 to 44 %.

For both esters, the moment when they were addedgdtihe pasting procedure had
no significant effect. The retention of ethyl atetavas above 40 % and between 6-13 % for
ethyl hexanoate. These results indicate that estensaicted with starch. The effects of starch
on aroma retention can be explained by two mechemigphysical entrapment of aroma
molecules within the hydrocolloidal dispersion anigraction between the aroma compounds
and the gel components. More precisely, amylostar@h polymer with an helical structure,
is able to form semi-crystalline complexes knowrdemthe generic name of V amylose,
which is known for its high aroma retention proge(douquand, Ducruet et al., 2006).
Depending on the ligand, the structure of V amyloae be classified into two families: V6
and V8 where 6 and 8 represent the number of Degldainits per turn. In V6 amylose, three
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types of crystalline packing (V6l, V6l and V6llihay be obtained depending on the nature
of the complexing molecule which can be trappeleegiin the single helix of amylose (V6I)
or both within and between amylose helices (V6Id &6l11l) (Helbert and Chanzy, 1994)
and, thus have an influence on aroma retention.

Ethyl acetate is not known to interact specificailligh starch, but this retention effect
has already been observed in previous studiesr@af8ard et al., 2008). This retention can
be due to trapping in the complex network of staktyl hexanoate showed less retention.
Nevertheless, previous studies (Biais, Le Baillet2906) have shown that ethyl hexanoate
was able to complex amylose in the V6II type. Salvbypotheses may explain our results:
the stirring speed during the preparation of susipenwhich can be a critical factor in the
formation of amylose-ethyl hexanoate complex. BiaesBail et al. (2006) reported that, due
to its high molecular weight and low solubility imater, very strong stirring during the
making of dispersions (equivalent to the one usedmulsifying processes) is necessary to
form amylose-complexes. Furthermore, we can atiibthe small retention of ethyl
hexanoate to the fact that this compound is lekskoin water and more hydrophobic than
ethyl acetate.

With carvacrol, the results varied considerablyateng on the moment the volatile
compound was added. Consequently, chemical paresnetere probably responsible for
these retention phenomena. A retention effect wasemwed for PS dispersions, and the
retention was greatly increased (up to 50 %) whamacrol was added during the plateau at
60 °C (LLA) (Figure 2). This value reflects the geace of strong interaction between starch
and carvacrol. This observation can be explainethéyact that, at the moment of the pasting
procedure, amylose was partly leached out of theclstgranules and could more easily
interact with carvacrol. Indeed, carvacrol is knowrform complex with amylose (Biais, Le
Bail et al., 2006). On the other hand, no retenti@s observed with PS when carvacrol was
added before heating (ELA). Our first hypothesiseiplain this difference in retention of
carvacrol according to the modalities “LLA” and “BLwas based on the lack of airtightness
of RVA apparatus. To allow us to validate this hiymsis, we measured the losses of
carvacrol during pasting procedure using LikenskBiison extraction method. We obtained
the same amount of carvacrol (around 90 % of tht@liramount) in PS-ELA or PS-LLA
(data not shown). This difference in retention afvacrol between PS-ELA or PS-LLA needs
to be elucidated. The role of propylene glycol usedlilute aroma compound should be
studied. Indeed, propylene glycol is able to comp@lmylose in the V6l type (Biais, Le Ball
et al.,, 2006). We can therefore assume a compethietween the propylene glycol and
carvacrol for amylose. More investigations in DS@d/ar X-ray studies are needed to
understand the respective roles of propylene glya carvacrol with starch, and more
particularly with amylose.

3.4.3. Aroma behavior in potato starch — konjac glucomanan dispersion

In SK dispersions, all the aroma compounds weranet with different levels: the
measured values ranged from 9 to 43 %. For all aroampounds, the moment when they
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were added during the pasting procedure had ndfismmt effect. The retention of ethyl
acetate was above 40 % that of ethyl hexanoat®wasand 18 % for carvacrol.

We observed that the retention of ethyl hexanoats tlve same in the PS dispersion,
in the KGM dispersions and in the SK dispersiongan be concluded that there was no
specific interaction between ethyl hexanoate aeditfierent polysaccharides.

In SK dispersions, the retention of ethyl acetatéhe same as the one obtained in
starch dispersions but twice as high as that obtihin KGM dispersions. These results can be
explained by the difference of polysaccharide amannthe dispersions. Aroma retention
increased with an increased polysaccharide coratenir In fact, the polysaccharide
concentration for SK and PS dispersions were 28&difmgher than in KGM dispersions. In
this case, the retention does not seem to depentherpresence of one or the other
polysaccharide, but rather on a trapping in theplerinetwork of polysaccharides and to the
density of this network. The concentration of palysharides in the dispersion is of great
importance as it affects the mechanical propedfee dispersions. The increased viscosity
of dispersions usually results in a decreased ametease and consequently in an increased
retention.

In SK dispersions, retention of carvacrol is inflaed by the nature of the polysaccharides
present in the dispersion. In fact, addition of KGM PS dispersions (SK) reduced the
retention of carvacrol for “LLA modality” and inased the retention of carvacrol for “ELA”.
For “ELA modality”, the huge standard deviation do®t allow us to draw conclusions. For
“LLA modality”, as previously explained, the swelj of starch granules and the
solubilization of amylose could have been limiteg competition for water due to the
presence of KGM and, as a consequence, the avéylaificarvacrol for amylose could have
been diminished.

4. CONCLUSIONS

Starch is known to develop interaction with songarids and this was confirmed in the
present study. In starchy dispersions, the intemditetention can be explained:

- by the ability of each volatile compound to formesific interactions with starch, and
thus depend on the availability of amylose,
- by trapping in the complex network.

In our study, the retention of carvacrol was goedrmmainly by the interactions with
starch (V6IIl complexes) confirmed by X-ray anasysihe retention of carvacrol was more
important when amylose was available i.e. during phateau at 60°C (when amylose was
leached out of the starch granules). By contrasgntion of ethyl acetate was due to trapping
in the complex network of starch.
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KGM was able to develop interactions with some ridg depending on the chemical
properties of the volatile compound and competitfmm water. Our results showed
hydrophobic interactions between non-polar estedspmlymer chains.

The addition of KGM to PS dispersions is knownimoitl the swelling of starch granules,
thus decreasing the solubility of amylose. As asegmence, the retention governed by
interaction of amylose-aroma compounds was deadeaseshown in the present study for
carvacrol.
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Résultats et discussion

Dans une premiere étape, les coefficients de padag composés dans |'eag K, ONnt éte
déterminés. Les valeurs étaient conformes aveddasées de la littérature. Notre méthode
PRV était donc validée. Le carvacrol était le cosgple moins volatil, ’hexanoate d’éthyle le
plus volatil. Dans la série des esters, le coefficde partage augmentait avec le nombre de
carbone, c’est-a-dire avec le log de P.

Ensuite, les coefficients de partaggrKarice ONt €té mesurés pour les différentes matrices :
PS-ELA, PS-LLA, KGM-ELA, KGM-LLA, SK-ELA et SK-LLA.A partir de ces coefficients
de partage Kumatice: 1€ pourcentage de rétention de chaque compos@nikaa été calculé en
prenant comme référence les coefficients de padhggnus avec I'eau. Lorsqu’une rétention
est observée, cela signifie qu'il y a des intemgi entre le composé volatil et le
polysaccharide.

2.1.3.1 Interaction acétate d’éthyle et polysaccharides

La rétention de l'acétate d’éthyle n’a pas étéuiaficée par le moment d’ajout. Par contre, la
rétention était deux fois plus importante dansntedgrices contenant de 'amidon de pomme
de terre (PS-ELA, PS-LLA, SK-ELA, SK-LLA) que dales matrices contenant uniqguement

du glucomannane de konjac (KGM-ELA et KGM-LLA). Icétate d’éthyle est connu pour ne

pas former de complexe avec I'amidon. En augmemdgamtiantité de polysaccharide, c’'est-a-

dire en passant d’'une dispersion de 0,5 % (m/mpadigoside a 5,5 % (m/m), la rétention de

lacétate d’éthyle a été augmentée sous l'effetladguantité de polysaccharide présent.
L’'acétate d’éthyle était donc piégé dans le résEmorganisé de la matrice.

2.1.3.2 Interaction hexanoate d’éthyle et polysaccharides

Aucune variation de rétention de I'hexanoate d’lethmya été mise en évidence quelle que soit
la composition de la matrice et quel que soit lamant d’ajout du composé d’arébme. Or,
d’apres la littérature, sous certaines conditithexanoate d’éthyle forme des complexes de
signature V6Il avec I'amylose. Pour vérifier la geéce ou non de complexes avec I'amylose
selon nos conditions opératoires, une étude en BR¥X menée. Pour cette étude, la matrice
PS-ELA a été choisie. 10 % (m/m d’amidon sec) ddmmate d’éthyle pur ou un mélange de
5 % d’hexanoate d’éthyle (m / m d’amidon sec) &b Sle propylene glycol (m/m d’amidon
sec) ont été ajoutés en debut de traitement theéoanique (figure 73).
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Hexanoate d’éthyle

Fabrication des pur (10 % m/m Déshydratation
amidonsec) @ S Aw = 0.75 . :
matricesauRVA | > © o aAw =y, : Diffraction
Qes..& des rayons X

Mélange d’hexanoate d'éthyle&\

(5 % m/m amidon sec) + Déshydratation
Propyléne glycol (5 % m/m pg PG aAw=0,75 _ | Diffraction
amidon sec) & @"f & des rayons X

Figure 73 : Etude en diffraction des rayons X pour rattre en évidence la formation ou non de complexdé®xanoate
d’éthyle — amylose d’amidon de pomme de terre.

Les spectres de diffraction aux rayons X obtenus gasentés en figure 74.

Intensity

5 10 15 20 2 Theta 25 30

Figure 74 : Spectres de diffraction aux rayons X déa matrice amidon de pomme de terre en présencel@xanoate
d’éthyle pur ajouté en début de process (1) et daImatrice amidon de pomme de terre en présence d'umélange
hexanoate d’éthyle et propyléne glycol ajouté en dét de process (2).

Les deux spectres étaient caractéristiques deuetste du type B avec des pics de diffraction
pour les angles@= 5,6°; 10,1°; 11,3°; 14,9°; 17°; 19,5°,; 2223,9°. Donc, dans nos
conditions expérimentales, I'hexanoate d’éthyleforenait pas de complexes avec I'amidon
de pomme de terre.
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2.1.3.3 Interaction carvacrol et polysaccharides

La rétention du carvacrol variait selon le momeéajadit du carvacrol et selon la formulation
de la matrice. La rétention du carvacrol de PS-ldtait environ 40 fois plus importante que
celle PS-ELA. Nous avons vu précédemment qu'’il it pas de perte lors du traitement
thermomécanique. Le moment dajout a donc un impaar la complexation
amidon - composés d’aréme. Pour expliquer cettéréifice de rétention entre PS-LLA et PS-
ELA, notre hypothese est la suivante : il y aucaitnpétition entre le carvacrol et propylene
glycol pour former des complexes avec I'amyloserddon de pomme de terre. En effet, le
carvacrol et le propyléne glycol sont deux ligandsnus pour complexer I'amylose. Lorsque
plusieurs ligands sont présents, des phénomenegétitifs ou synergiques peuvent se
produire lors de la complexation avec 'amylose.

Dans les matrices, SK-LLA et SK-ELA, la rétentidai€similaire. Par contre la rétention du
carvacrol dans SK-LLA et SK-ELA était inférieureedviron 20 % a celle de PS-LLA. La
rétention du carvacrol était diminuée par I'ajoetglucomannane de konjac dans la matrice
amylacée. Le carvacrol ne formait aucune interagpioysicochimique avec le glucomannane
de konjac. Un effet salting-out était méme obsataas les matrices KGM-ELA et KGM-
LLA. Les diagrammes de diffraction aux rayons X deatrices PS-ELA et SK-ELA
aromatisées avec 3,5 % de carvacrol pur présentdes spectres caractéristiques de la
structure de type polymorphique V6IIl avec des plesdiffraction aux angles62= 6,9°;
8,8°; 9,6°; 11,1°; 12,5°; 13; 15,2°; 17; 29, 20° et dune structure de type
polymorphique B avec des pics de diffraction augles ® = 5,6°; 10,1°; 11,3°; 14,9°;
17°; 19,5°; 22°; 23,9°. La complexation carvderamylose avait donc lieu méme en
présence de glucomannane de konjac. La présenaesttacture de type B observée reflete la
rétrogradation de I'amylopectine. Pour expliquedifiérence de rétention entre PS-LLA et
SK-LLA, notre hypothése est basée sur I'impact dluicgmannane de konjac lors de la
gélatinisation de 'amidon de pomme de terre. Beteffa diminution de la quantité d’amylose
solubilisée pourrait étre a l'origine de cette diotion de rétention du carvacrol dans les
matrices SK.

Pour valider ou non les nouvelles hypothéses émiaedémarche expérimentale mise en
ceuvre est présentée en figure 75.
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Hypothése a vérifier : Diffraction des rayons X
Compétition entre le carvacrol et
propyléne glycol pour former des

complexes avec I'amylose

DSC

Localisation du carvacrol et du
propyléne glycol dans les différentes
phases de la matrice

Hypotheése a vérifier : Quantification du carvacrol et du
Rdle du glucomanannedansla propyléne glycol dans les différentes
diminutionde la rétention du carvacrol phases de la matrice

Distribution du carvacrol et du
propyléne glycol dans les différentes
phases de la matrice a T(OH) et T(24H)

Pour I'hypothése « compétition entre le carvacioleepropyléne glycol pour former des
complexes avec I'amylose d’amidon de pomme de terdes études en diffraction des
rayons X et en DSC ont été conduites.

Concernant I'hypothése «impact du glucomannanekoeac », la localisation et la
guantification du carvacrol et propyléne glycol sldas différentes phases de la matrice,
phase continue et phase dispersée, ont été déémsnafin de comprendre I'impact du
glucomannane de konjac et du moment d’ajout duacaoV sur la rétention du carvacrol.
Pour affiner la compréhension des mécanismes stafiition du carvacrol et du propylene
glycol dans les difféerentes phases de la matriceT(@H) (= fin du traitement
thermomeécanique) et a T(24H) (= 24 heures aprdis ldu traitement thermomécanique) a
€galement été suivie.

Les différentes méthodes mises en ceuvre dansdgattarche expérimentale sont présentées
en figure 76.
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Figure 76 : Méthodes utilisées dans la démarche edpmentale mise en ceuvre pour étudier (i) la compiion
éventuelle entre le propyléne glycol et le carvackgoour former des complexes avec I'amylose, (i) leble du
glucomannane de konjac sur la diminution de la rétetion du carvacrol.

Les résultats sont présentés dans la publication I
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Distribution and competition between carvacrol andpropylene glycol for
inclusion complexes in aqueous suspensions basedpmtato starch and
konjac glucomannan

Céline Lafarg® Elias Bou-Maroufy Bruno Pontoir® Nathalie Cay8f, Patricia Le Bafl

& Univ. Bourgogne Franche-Comté, AgroSup Dijon, PAMIRJA 02.102, F-21000 Dijon,
France

PUR1268, Biopolyméres, Interactions, AssemblageRAINF-44300 Nantes, France.

Abstract

The quantification and the distribution of carvdcemd propylene glycol between the
continuous phase and the dispersed phase of ageespensions based on potato starch and
konjac glucomannan were investigated.

For this purpose, a series of potato starch sugpensvith or without konjac glucomannan
were prepared by hydrothermal treatment. Two difiemodes of adding ligands were used:
either added before the heating of the suspensioatier the heating of the suspensions.

X-ray diffraction and differential scanning caloeiny studies confirmed the presence of
carvacrol complexes in gy type. Propylene glycol did not create complex vethylose but
promoted the formation of amylose-carvacrol comesein the presence or not of konjac
glucomannan. Differential scanning calorimetry gtughowed that low concentrations of
konjac glucomannan (0.2 %) seemed to disturb thabkshment of amylose-carvacrol
complexes. Results showed that the time of addangacrol to starch dispersions, i.e. prior or
after the heating of suspensions, and the preseh&®njac glucomannan influenced the
location of carvacrol in the different phases. Ehessults allow understanding how the
location and the amounts of ligands in the biphasispension influence the retention of
carvacrol.

By comparing the distribution of carvacrol on aipérof 24H, the complexation was shown
amplified with time. This demonstrated that the liempentation of amylose - carvacrol
complexes was highly dependent on the experimentalitions and on time.

Corresponding author. ph. +33 3 80 77 40 85;

E-mail address: nathalie.cayot@agrosupdijon.fr (N.Cayot).
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Highlights

Propylene glycol promoted the amylose carvacrolpleres.

No amylose carvacrol propylene glycol complexesigted

The time of ligand addition changed its distribatio

With late ligand addition, konjac glucomannan mudifits partition.

Konjac glucomannan disturbed the establishmenaofacrol-amylose complexes.

Keywords: starch, carvacrol, propylene glycol, konjac glucaman, inclusion complex,
partition.

Chemical compound studied in this article:Carvacrol (PubChem CID: 10364); Propylene
glycol (PubChem CID: 1030); Amylose (PubChem CIB4%7771); Amylopectin (PubChem
CID: 439207); Water (PubChem CID: 962)..

1. INTRODUCTION

Starch is used not only as main ingredient of mstaple foods but also as a thickener,
gelling agent, stabilizer, and fat replacer in mangcessed food products. It is also used in
the composition of delivery systems, for food flawdor example. To avoid negative effects
such as syneresis which may occur during storagaqokous starch suspensions, other
hydrocolloids are often added to maintain overafidoict quality throughout the shelf-life.
Synergistic interaction between starch and the éddelrocolloid may modify the texture,
improve moisture retention and control water mopi(irakahiro, Yohei et al., 2005; Alam,
Siddiqui et al., 2009). The products obtained iis ttase are described as biphasic systems
formed by a continuous phase containing the waikrhte macromolecules and a dispersed
phase composed of swollen starch granules. Korjamogannan (KGM) is one of these
hydrocolloids. KGM is an essentially linear polyshaaride composed di-1.4-linked D-
glucosyl and D-mannosyl residues (in a molar rafi@.5:1) as main chain with branchifig
1.4-glucosyl units. Degree of branching is abo&%.8<GM contains acetyl group in the main
chain, approximately 5-10 % (Katsuraya, Okuyamalet2003b; Khanna and Tester, 2006).
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It was reported to interact with starches of vagibotanic origins: maize (Yoshimura, Takaya
et al., 1998b), wheat (Takahiro, Yohei et al., 2(@%ou, Wang et al., 2008), potato (Khanna
and Tester, 2006), tapioca (Muadklay and Charoen€08), and rice (Huang, Kennedy et
al., 2007; Charoenrein, Tatirat et al., 2010). thikse authors found the high water holding
capacity of KGM prevented syneresis occurring iargdt gels and slowed down the
retrogradation rate of starch during storage. RiygeS8chwartz et al. (2014) demonstrated
that the presence of KGM in potato starch suspensam affect the gelatinization and the
retrogradation of potato starch. This phenomen@mseto appear at low concentrations of
KGM. Several investigations concerning the use &MKhad shown its great potential as
encapsulant of aroma compound (Yang, Xiao et &092 and KGM gel would be a
promising choice to develop delivery systems anuatrotied release of molecules of interest
(Nakano, Takikawa et al., 1979; Alvarez-Manceiidandin et al., 2008; Wen, Wang et al.,
2008; Zhang, Chen et al., 2014).

It is well known that the amylose molecule of staman form interactions (especially
helical inclusion complexes) with a variety of sh@lolecules such as aroma compounds
(Conde-Petit, Escher et al., 2006; Jouguand, Du@tual., 2006). Two families of structures
have been identified for these ligand - amylosemeres: \§ and \k where 6 and 8 represent
the number of D-glucosy! units per turn (Helberd &hanzy, 1994). In theMamily, three
types of crystalline packingey Ve and Vi (where 1, 11 and 11l define unit cells of differen
size) may be obtained depending on the natureeotdimplexing molecule. The complexing
molecule can be trapped either in the single hefiky (Vg) or both within and between
amylose helices (3 and \gp).

Carvacrol and propylene glycol were chosen in thesgnt study as they were known
ligands for starch. Carvacrol was chosen as velaidorant compound. It is a phenolic
compound and a natural antioxidant of great intefes the food industry because of its
inhibitory effect on the growth of various microargsms and its capacity to protect
organisms and cells from damage induced by oxidativess (Burt, 2004; Ben Arfa, Combes
et al., 2006). The complexing properties of carghwith amylose are ¥ type (Le Bail,
Chauvet et al., 2013). Propylene glycol was chaserarrier solvent of carvacrol. In fact,
propylene glycol (1,2-propanediol, PG) is one of tnost widely used solvent for flavor
carriage because it has a broad range of applsatiad is relatively inexpensive. PG is also
known to be a complexing ligand of amylose ig type (Pozo-Bayon, Biais et al., 2008).

In a previous study, Lafarge et al. (2014) reportbdt the retention of carvacrol
solubilized in PG by potato starch suspensions gagerned mainly by the inclusion
complexes with starch. This retention was more irgmd when mixture carvacrol-PG was
added at the end of heating, i.e. when amyloseleashed out of the starch granules and
available to interact. They also reported that #deglition of KGM to the potato starch
suspensions decreased the retention of carvacrol.

The inclusion of aroma compounds is similar todhe of fatty acids (Le Bail, Houinsou-
Houssou et al., 2015). The mode of addition offattid (i.e. prior to heating or after heating)
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would also influence the structural properties w@irch fatty acid system. X-ray diffraction
studies revealed that the degree of crystallinityildted by the starch samples was dependent
on mode of fatty acid addition (Exarhopoulos anglReelides, 2012; Chang, He et al., 2013;
Vasiliadou, Raphaelides et al., 2015). It is covaile that crystalline and less crystalline
complexes differ in the retention of the volatitampound.

The objectives of the present study were to deten(i) the competitive effect between
carvacrol and PG, the effect of KGM (ii) and thé&ef of the moment of addition of ligands
(i) on the formation of carvacrol amylose comp#exn the suspensions.

For that purpose, the distribution of carvacrol aRé in the different phases of
polysaccharide suspensions was studied.

Due to huge differences of concentration of camiaand PG in the different phases, some of
the methods were adapted to each case.

The different analyses done on samples are schaatatiepresented in Figure 1.

| Starch suspensions or starch - gluicomannan konjac suspensions |

I

Low level of aroma High level of aroma

I |

Characterisation and thermal
stability of the crystalline complexes

Dilution +
centrifugation —| Propylene glycol and carvacrol quantification

Dilution +
centrifugation

Swelling index Dry matter
Propylene glycol supernatant
and carvacrol
quantification —

Propylene glycol
and carvacrol
quantification

2.MATERIALS AND METHODS
2.1 Materials

Potato starch does not contain any internal lipidrfering with the formation of the inclusion
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complex to be studied. It was obtained from Signhdriéh. Purified KGM was kindly given
by Georges Srzednick (University of New South Walss Sydney, Australia). All
suspensions were made using deionized MilliQ water.

Carvacrol (SAFC, CAS n 499-75-2, and purity 98 %y gropylene glycol (PG, Aldrich,
CAS n57-55-6, purity 99.5 %, and food grade) hdke following physicochemical
characteristics at 25°C (estimation program EReS():

- Carvacrol (GoH140), Log Rctanolwate= 3.49, vapour pressure = 3.09 Pa, solubility in
water = 1.25 g/L.

- PG (GHg0y), Log Rictanol-wate= -0.92, vapour pressure = 38.80 Pa, solubilityater
=811 g/L.

Dichloromethane (Carlo Erba, CAS 75-09-2, purity8d%, stabilized with amylene), sodium
chloride (VWR, CAS 7647-14-5), and anhydrous sodismfate (VWR, CAS 7757-82-6)
were used for Liken-Nickerson extraction. A mixtafeethyl acetate (Sigma, CAS 141-78-6,
purity 99 %,) and absolute ethanol (Sigma, CAS 08%) (3:1, v/v)) were used for liquid-
liquid extraction.

Linalool (Fluka, CAS 78-70-6, purity 99 %, prepad} g/Lin absolute ethanol) was used as
extraction standard for quantification of carvacaold PG. Ethyl octanoate (Aldrich, CAS
106-32-1, purity 98 %) was used as chromatogragtiaicdard for quantification of carvacrol
(prepared at 2 g/in dichloromethane) and of PG (prepared at 4ig/the mixture ethyl
acetate/ethanol (3:1, v/v)).

2.2. Preparation of samples
2.2.1. Preparation of starch and konjac-glucomannamaqueous suspensions

Aqueous suspensions containing potato starch (PPlea: 25 g of water plus 1.25g
of potato starch per batch), or both starch and KGK samples: 25 g of water plus 1.25 g of
starch and 0.05 g of KGM per batch) were prepasedgua Rapid Visco Analyzer™ (model
RVA super 4, Newport Scientific, Australia) equippeith the Thermocline™ software. The
mixture was put in the aluminium flask and manualiiyred to avoid sedimentation. Then,
the mixture was held at 50°C for 1 minute, heate83°C at a constant rate of 12°C/min, held
at 95°C for 3.5 minutes and finally cooled to 60&€C the same rate and held at this
temperature for 3 minutes. A constant stirring @ tpm was applied, except at the beginning
of the pasting profile when the mixture was stiregd60 rpm for the first 10 s at 50°C and
during cooling step for 10 s at 60°C to ensure adgmomogeneity. Viscosity profiles were
recorded to check reproducibility of the prepamatibhree parameters were taken from the
RVA curves: pasting temperature (°C) (correspondimghe beginning of the increase in
viscosity), peak viscosity (Pass) and final vistpsit 60°C (Pass).
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A stock solution of ligands was prepared by dissg\1.807 g of carvacrol in 100 mL
of PG at 25°C under stirring. The concentratiotigdnd was chosen in order to obtain a final
concentration of 2 mmol of carvacrol per glucoseieajent of starch considered as sufficient
to induce complex formation (Arvisenet, Le Bailadt 2002). The stock solution was stored
at 4°C before use. One hundred pL of stock solutvais added to the suspensions, either
before heating (early ligand addition: ELA), oreaftcooling (30 sec after the start of the
plateau at 60 °C, late ligand addition: LLA). Inetipolysaccharide suspensions, resulting
concentrations are 0.07 g/L for carvacrol and 4l4for PG. Four samples were made in
triplicate: PS-ELA, PS-LLA, SK-ELA, SK-LLA.

2.2.2. Preparation of crystalline complexes

Preliminary experiments were done for the prepamatif samples in order to favour
the formation ligands amylose complexes. The pegpmar procedure, described in section
2.2.1., was adapted as followed. Distilled wates wtirred for 10 minutes with a bubbling of
nitrogen to prevent oxidation. In case of SK suspers, KGM was added to PS suspension,
very slowly but under strong stirring. Then the tane was put in the RVA apparatus at 50°C
for 1 minute. Suspensions were heated to 90°C anatant rate of 10°C/min, kept at this
temperature for 15 minutes and finally cooled td@&@t the same rate. Ligands were added in
excess either before the heating (samples ELA)ter aooling (30 sec after the end of the
plateau at 60°C, samples LLA). Samples labelle¢@dained 3 % (starch, w/w) of carvacrol
and no PG. Samples labelled Ca-PG contained 1.@8taaol and 1.5 % PG. Samples
labelled PG contained 3 % PG and no carvacrol.r&fbeling, water content of samples was
adjusted at Aw = 0.75 by desorption over saturata@| solution.

2.3. Analysis of amylose crystalline complexes
2.3.1. X-ray diffraction analysis

Thirty milligrams of sample equilibrated at Aw =78. were sealed in a copper ring
between two adhesive tape sheets to prevent amgeha water content. The sample was
examined by Wide Angle X-ray Scattering (WAXS) abm temperature. Measurements
were done using a D8 Discover spectrometer fronk@&rAXS (Karlsruhe, Germany) with
GADDS 2D detector and cross-coupled mirrors, wagkah 40 kV and 40 mA, with a copper
anode §=1.5405913° m) and sample alignment by microscopic video ased. DRX data
were monitored for 10 minutes and normalized betwgand 30° ().

2.3.2. Thermal analysis

DSC thermograms were recorded by a micro-diffeaénicanning calorimeter
SETARAM™ MicroDSC7 (SETARAM 161 instrumentation, Caluireafce). Stainless steel
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pans were used and a pan containing 500 puL dewnisger was taken as the reference.
Thirty milligrams of sample were weighted into D$3n and 500 pL of deionized water
were added. The pans were then sealed and placadthermally isolated detector. The

sample and the reference were subjected to heatidg-ooling controlled by the computer.

The chosen kinetics of the reaction were 1°C/mamfrl0°C to 120°C followed by a cooling

of 1°C/min to 10°C. A second rise in temperatures yparformed at 1°C/min to 120°C in

order to determine whether the observed thermasitians were reversible.

2.4. Analysis of starch and konjac-glucomannan aquels suspensions
2.4.1. Separation of the continuous and the dispexd phase

To determine the distribution of carvacrol and RGthe different phases of the
polysaccharide system, suspensions were submittpllase separation. For that purpose, 3 g
of each suspension was diluted in 17 g of deionwater to obtain 0.9 % (w/w) suspension
(starch basis). The aim of the dilution step wasdwe a final concentration which allows
optimizing the sedimentation of the granular phageer manual stirring, the diluted sample
was centrifuged at 4997 g for 15 min at 25°C.

In order to study the establishment of inclusiomptexes formation, phase separation
was done either immediately after the preparatibmhe suspensions described in section
2.2.1 (samples labelled T(OH)) or 24 hours latam(gles labelled T(24H)). In this case, the
samples were cooled in a water bath in order tdrabthe cooling kinetics and favour the
formation of inclusion complexes. After centrifuget, the supernatant was carefully
separated from the residue.

2.4.2. Swelling index and dry matter

All the residues from samples T(OH) were weightédr€) and dried in an oven at
105°C for 24 hours (Dre). The swelling index of #tarch granules as defined as Mestres,
Nago, Akissoe & Matencio (1997) was calculated: Bmge index (g/g) =(Wre-Dre) / Dre.
Measurements for each sample were done five times.

Dry matter was determined in all the supernatards fsamples T(OH) and T(24H)
using drying at 105°C for 24 hours. Measurementewene in triplicate. The nature of the
starchy matter (amylose / amylopectin) in the so@emts was determined according to the
iodine binding method of Jarvis & Walker (1993).
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2.4.3. Extraction and quantification of ligands

Likens-Nickerson extraction method was performeduiole suspensions as well on
the supernatants obtained as described abovehé&extraction in whole suspensions, about 8
g of sample were dispersed in 100 ml of milliQ wateor the extraction in supernatants, 20
mL of sample were added to 80 mL of milliQ wateheTdiluted samples were saturated with
NaCl (330 g/L). Linalool (250 pL) was added as tlatraction standard. The
dichloromethane extract was used for the quantiineof carvacrol by GCMS. The aqueous
extraction residue was used to quantify PG.

2.4.3.1 Carvacrol quantification

The diluted samples were extracted by 25 mL ofldicimethane for 30 minutes after
the solution started to boil. Extractions were dameriplicate on two different batches.
Dichloromethane extracts were dehydrated usingusodsulfate and 500 pL of ethyl
octanoate were added to the extracts as the chography standard. These extracts were
used to quantify carvacrol by GCMS. The extractgalds obtained by GCMS were
corrected with the proportion of recovered extatttandard.

2.4.3.2 Propylene glycol quantification

Due to differences in concentrations, the quariio of PG was done by two
different methods. For T(OH) samples, standard temtdimethod coupled with headspace
solid phase extraction (HS-SPME) was used. For Esmp(24H), the amount of PG was
below the limit of detection of the method previgudescribed. The determination of PG, in
this case, was done using liquid-liquid extraction.

- Standard addition method coupled witB-SPME

Known amounts (0.015 and 0.025 g) of PG were atlold@® g of the aqueous Likens-
Nickerson extraction residues. Then, 4 g of sam@ee transferred into a 22 mL vial which
was immediately sealed with a silicone septum anelvs cap. The equilibration time was 16
hours at 60°C. After equilibration, the volatilengpounds were extracted from the headspace
using an SPME fiber (75um Carboxen / PDMS, ref.187Bupelco) for 15 minutes at 60 °C.
Finally, the fibers were inserted into the GCM&eatjon port and desorbed for 15 minutes.
For each PG added amount, two different extracis fiwo different batches were obtained.
Analyses were done once on extracts from aquediengiNickerson extraction residues of
the suspensions and were duplicated on countesptrined from supernatants.

Simple linear regressions were calculated for ifferént samples from the following
equationy=ax + by
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Wherex is the amount of added Pis the peak area of PG and an index for the
type of sample. Using the regression models, thecamration of PG in the samples (x-
intercept) was calculated. Two regression modelse wbtained for each sample. Reported
data were obtained with?Rbove 0.97 for the linear relationship.

- Liquid-liquid extraction

The solvent used for the extraction was chosen ftoenstudy of Cayot, Lafarge,
Bou-Maroun & Cayot (2016). 140 g of the aqueouseh#Nickerson extraction residues of
supernatant T(24H), 140 g of the extraction sol\etityl acetate/ethanol (3:1, v/v))) and 250
uL of linalool (as extraction standard) were stirrgtiongly stirring during five minutes.
Immediately after, the organic phase was removetl dehydrated using sodium sulfate.
Preliminary experiments showed that one washingtteaptimal extraction of PG. The
extract was then filtered using glass wool and eatrated using rotavopor(Buchi)
apparatus (40°C, 120 mbar) up to 10 mL of exta@@ uL of ethyl octanoate was added as
chromatography standard. These concentrated extnare used to quantify PG by GCMS.
The extraction yields obtained by GCMS were cogeatith the proportion of recovered
extraction standard. Extractions were done initdpé. Each replication corresponded to a
different batch prepared using RVA.

2.4.4. Gas chromatography — Mass spectrometry analis

One pL of dichloromethane or ethyl acetate/ethaxtacts or SPME fibers were
analysed with a 5973 gas chromatograph (Hewletkdrd¢c Palo Alto, CA, USA) equipped
with a fused-silica capillary column (30 m x 0.32nfD, 0.5 um film thickness) coated with
a DB-Wax stationary phase (J and W Scientific, U$25-7033) and coupled to a HP 5973
mass spectrometer detector. The instrument wapgegiwith a split/splitless injection port
operating at 240°C in the split mode with a sgtio of 5. Helium was used as the carrier gas
at a flow rate of 1.5 mL/min (44 cm/sec). Mass $menetry was taken in the electron
ionization mode at 70 eV. The ion source was s2BatC and the transfer line at 240°C.

Spectrometry Selected lon Monitoring method (SIMthod) was used. Data were
collected for m/z values corresponding to the prated molecular ion (ions for
guantification / ions for identification) as folled: m/z 135/150 (carvacrol), m/z 93/121
(linalool), m/z 88/127 (ethyl octanoate), m/z 45(€15). For the carvacrol quantification, the
oven temperature was increased from 40°C to 120%G/min, then from 120°C to 240°C
at 20°C/min, and finally held at 240°C for 10 mkor the quantification of PG following
liquid-liquid extraction, the temperature of theeovwas increased from 55°C to 120°C at
5°C/min, then from 120°C to 240°C at 20°C/min ammély held at 240°C for 10 min.

For the quantification of PG by HS-SPME, the terapge of the oven was increased
from 45°C to 120°C at 5°C/min, then from 120°C #H2C at 15°C/min.
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2.5. Statistical analysis

The Statistica V8 software was used for ANOVA. $igance was established at
p < 0.05. Fisher t-test was used to determine fstgnit differences between values.

3. RESULTS AND DISCUSSION

PS and SK suspensions were characterized duringagat®on. Pasting viscosity
curves had the same shape (data not shown): wigdosreased as temperature increased
above the pasting temperature, and viscosity deedeas the starch granules began to leach
their components. Pasting temperatures were simiteatever the nature of the sample. As
foreseen (Lafarge, Cayot et al., 2014), due tohigh water holding capacity of KGM, peak
viscosities and final viscosities were significgntligher for SK suspensions than for PS
suspensions. From the data obtained for the diftdratches, preparation of suspensions was
considered repeatable.

3.1 Characterization and thermal stability of the cystalline complexes

The starch - ligand complexes were prepared agibdeddn Section 2.2.2., and were
studied using two techniques: X-ray diffraction afifferential scanning calorimetry. These
techniques show an excellent complementarity indégrmination of important structural
features such as crystalline type, helical confaionaand stability of the amylose ligand
complexes formed.

Figure 2 displays the X-ray diffraction spectra B and SK suspensions with
different concentrations of carvacrol and PG, adaledifferent times. The obtained spectra
have the same general shape, whatever the polyatehcomposition (with or without
KGM) and whatever the time of ligand addition.

For samples PS-(PG) and SK-(PG) containing only R@&y spectra displayed the
typical B-type crystallinity pattern @=5.6°, 10.1°, 11.3°, 14°, 14.9°, 17°, 19.5°, 223,9°,
and 26°) corresponding to retrograded starch. Ndx pbaracteristic of the V6I-type structure
was observed despite the fact that PG was reptotéorm such complexes. Nevertheless,
Biais, Le Bail, Robert, Pontoire & Buleon (2006)dicated, that due to the hydrophilic
characteristics of PG (low log P and high solupilit water), complexes with PG could be
observed only at huge concentrations. So it sedmt the concentration used in the
preparation of samples (3 %) was not sufficient.e Thigh proportion of complexing
molecules necessary in the case of hydrophilic oubds can be explained by the fact that
these molecules interact more favourably with w#setvent) rather than with amylose. A
higher concentration increases the amylose ligatetactions at the expense of ligand water
interactions and lead to the formation of complexes
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Conversely, hydrophobic molecules prefer interadiwiith amylose rather than with
water even at low concentrations. This is the cdsmrvacrol. Indeed the samples containing
carvacrol (PS-(Ca-PG), PS-(Ca), SK-(Ca-PG), andG&) showed X-ray scattering spectra
exhibiting typical peaks of the V6IIl packingq2 6.9°, 8.8°, 9.6°, 10°, 11.1°, 12.5°, 13°,
15.2°, 17°, 17.7°, 18.1°, 19.2°, 19.3°, 24.5°, &®l2°) (Buléon, Delage et al., 1990)
highlighting the amylose carvacrol complexes andratteristic peaks of the B structure
linked only to the retrogradation of amylopectin.

However, it is interesting to notice the differenoetween the spectra of samples
containing the mixture PG-carvacrol and those doimtg only carvacrol. Indeed, the intensity
of the peak at 6.9 in@(specific of V6III packing) is more intense thdretpeak at 5.6 in@
(specific of B structure) on all spectra of the p&a containing PG. In contrast with this
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result and for samples containing only carvacrbé peaks characteristics of the B type

structure are much better defined. The presenc®®fseems to promote the amylose

carvacrol complexes. Carvacrol is hydrophobic aesk Isoluble in water so it is easily

solubilized in PG. This improves the dispersiorcafvacrol in the agueous phase and thereby
increases the contact surface with amylose, anth@es an increase in the quantity of

amylose complexed by the carvacrol.

Thermograms obtained have the same general shapegR), whatever the time of
ligand addition (LLA Figure 3 or ELA data not shownut depend of the polysaccharide
composition (with or without KGM) and the naturetbé ligand. A second scan was used to
prove reorganization during the cooling carried between the two heating scans and,
especially, the well-known melting/ recrystallivet reversibility of amylose ligand
complexes (Biliaderis and Galloway, 1989).

All the thermograms obtained from PS or SK susperssexhibited a large endotherm
around 58 + 2°C, which corresponded to the melbh@mylopectin retrogradated during
storage (Kugimiya, Donovan et al., 1980). Duringlow, the kinetic was too fast to allow
reorganization of amylopectin. Amylose melting mlvn to occur at about 140°C and cannot
be observed in the present experiments. Thesetsema in agreement with the B structure
observed on the X-ray diffraction spectra.

Unlike the PS-(PG) and SK-(PG) samples which piteseno other endotherm, the
thermograms obtained in presence of carvacrol (8HG), PS-(Ca), SK-(Ca-PG) and SK-
(Ca) exhibited a second melting endotherm at 97C:fbr the PS-LLA suspensions and at 99
+ 2°C for the SK-LLA suspensions (Figures 3A-3B).ofdover, only for SK-LLA
suspensions, the melting temperature recorded efi@ing and reheating (second scan) is
slightly lower than that observed during the fisstan: 96£1°C. These results confirm the
presence of the amylose carvacrol complexes iretsamples. During the first scan (first
heating), the endotherms corresponding to the aexnpusion are much broader for
suspensions containing KGM T 91 = 1°C; T= 99 + 2°C; T= 110 + 2°C) than for
suspensions without one g91+ 1°C; T= 97 %= 1°C; T= 101+ 1°C). The J (onset
temperature) has almost the same valye(pBak value) and cT(conclusion temperature)
shifted to higher temperatures. X ray diffracti@sults of Schwartz et al. (2014) highlighted
the amylose complexation with carvacrol in spitéhe presence of KGM, even if it seemed
to interfere with the complexation at “high” contetions. Present X-ray diffraction results
are in agreement with this conclusion, but resufs DSC show that even at low
concentrations, KGM seems to disturb the complerioamylose with carvacrol.
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Figure 3: Thermograms of starch suspensions (PS) argtarch konjac glucomannan suspensions (SK) with fierent
amounts of ligands. A) PS samples, B) SK samples. &ldotted line corresponds to the thermogram recordg during

the second heating scan after cooling at 1°C/min.
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It is also interesting to note that during coolimgpresence of carvacrol, thermograms
yield a similar broad exotherm with a crystallipatitemperature dependent of the presence or
not of the PG but with no influence of the preseat&GM. This observation suggests that
the presence of PG in the system promotes therdispeof carvacrol whatever the amount of
KGM, which is consistent with the X-ray diffractioasults.

Both methods made possible to evidence the interecbetween the chosen ligands
and amylose in a qualitative manner. To improve uhderstanding of amylose carvacrol
complexation, the location, the quantification dhd distribution of carvacrol and PG in the
biphasic polysaccharide suspensions have beeredtudi

3.2. Distribution of carvacrol and propylene glycolin the biphasic polysaccharide
suspensions

Prior to phase separation, the amount of carvaarad PG for the different
polysaccharide suspensions were determined andeéepa table 1.

Experimental values
(means £ s.d.)

Starch swelling index
(9/9)
Dry matter in the
supernatant at T(OH) 0.53 +0.06 0.52+0.04 053+0.04 0.56x0.01
(% wiw)
Dry matter in the
supernatant at T(24H) 0.50 £ 0.06 0.48+0.08 0.50+0.02 0.51+0.06

PS-ELA SK-ELA PS-LLA SK-LLA

100+ 9 96+ 7 101+ 8 103+ 8

(% wiw)
Cawacrol
% inita auantity) 100 + 12 95 +5 86 + 4 104 + 8
Propylene glycol 81+6 88 + 6 77+6 90 + 6

(% initial quantity)

Recovered quantities of carvacrol ranked from 8étwe than 104 % of the quantity
initially added in the suspensions and there wersignificant differences among samples (p
= 0.066). In spite of the lack of air tightnessR)fA apparatus, the loss of volatile compound
during heating was low. The quantities recovered P& were very similar among the
different suspensions and were around 84 % * 6 %hefquantity initially added in the
suspensions.
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Starch swelling indexes were not significantly eliéint ¢ = 5 %, p (effect presence of
KGM): 0.701, p (effect time of added ligand): 0.21@r the different suspensions and were
about 100 (table 1). It means that starch granubs totally swelled during preparation, with
amylose leached out of starch granules. Part oathglopectin can also be dispersed in the
continuous phase (Doublier, Llamas et al., 1987).

After phase separation (TOH and T24H), dry matfesupernatants was determined.
No significant differences were observed amongdifferent suspensions & 5 %, p (nhature
suspensions and time of analysis interaction: Q)94he addition of carvacrol, the time of
addition of carvacrol, the time of phase separatiod the presence of KGM did not influence
starch swelling in a significant manner.

Amylose is known to react with iodine to form blaeloured inclusion complexes.

The addition of iodine stained blue all the suptmi obtained in this study showing the
presence of amylose. From the absorbance spectta (@t shown), the maximum optical
density (OD) was obtained at a wavelength of 624 winch is characteristic of amylose
(Jarvis and Walker, 1993). The supernatant was thamly composed of amylose. The
intensity of blue colour was the same for all taenples containing carvacrol and PG (OD =
0.45 + 0.04) and was significantly lower than tloatcol samples containing neither PG nor
carvacrol (OD = 0.67 £ 0.06). It means that theréess free amylose to form complex with
iodine and thus highlights the presence of compli#lk carvacrol whatever the experimental
condition in this study. These qualitative resuits#ained with low aroma concentrations
confirm the DRX and DSC results obtained with higioma concentrations. It can be
concluded that the dry matter of the supernatamiamly amylose.

KGM was not specifically quantified in the diffetepphases of polysaccharide
suspensions due to the small amount of KGM add&d%0w/w). Due to its high affinity for
water and its large hydrodynamic volume, KGM canpaibably penetrate into the starch
granules and may be located mainly in the contisyahase (Alloncle, Lefebvre et al., 1989).

So, all the supernatants obtained were similaryThere composed of KGM and
amylose. The amylose amount was equal in all thersatants.

The amounts of carvacrol and PG were determingdarsupernatant (rich in amylose
and KGM) and the residue (rich in amylopectin) inaiag¢ely after the end of heating (T(OH)
and 24 hours later (T(24H)).

For carvacrol (Figure 4), we observed significaiffiedences among the samples (p =
0.048). At T(OH), the amount of carvacrol in thepematant for PS-ELA, SK-ELA and SK-
LLA were not significantly different with a mean lua of 15 % of the initial quantity. It
means that 85 % of the carvacrol is in the residine supernatant PS-ELA contained a far
higher amount of carvacrol (more than 40 %). At 4H2 there were again significant
differences among the samples (p=0.000). The safePS-LLA contained more carvacrol
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than the counterparts (about 70 %). The other sssnpere not significantly different with a
mean value of about 50 %. These results showedhbaime of adding carvacrol to starch
dispersions, i.e. prior or after the heating ofpgisions, and the presence of KGM influenced
the distribution of carvacrol. In the suspensiontheut KGM, the late addition of carvacrol
led to higher amount of this ligand in the supegingti.e. in the continuous phase. As all the
supernatants had the same composition (mainly am)yldhis difference might be due to
greater complexation in this case where carvaces added after the heating and where there
was no KGM to hinder the mobility of the moleculBy. comparing results for T(OH) and for
T(24H), the amount of carvacrol in the supernatamtseased for all the samples: a ratio of
1.7 for PS-ELA to 3.5 for all the others. This dince could be explained by the fact that
after 24 hours, complexes had more time to setkylting in more carvacrol present in the
supernatant where the amylose was. For PS-LLAthal conditions were met to allow
complexation, so a higher amount of carvacrol whesady complexed at T(OH), but
continued at T(24H). When all the conditions weo¢ met to allow complexation (carvacrol
added before the complete swelling of amylose andfecular mobility reduced by KGM),

it takes longer to settle.
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187



Publication I

In parallel, the amount of the PG in the superratavas determined (figure 5). At
T(OH), PG was distributed uniformly between the faases (about 50 % in each phase) of
the system, whatever the system (p = 0.289). Hsslt showed no specific affinity of PG for
one or the other phase. At T(24H), the amount ofifP@e supernatants decreased heavily,
especially and significantly for SK-LLA. At the erd heating, there was less water available
and it could be assumed that this result was due ¢competitive effect between propylene
glycol and konjac glucomannan towards water.

Overall, the distributions of PG and of carvacmolthe continuous and dispersed
phases between T(0OH) and T(24H) were the oppoBitesum up the distribution of carvacrol
and PG in different phases of system, a schemaficesentation is presented in figure 6.
Only, the molecules predominantly presents in gdiEse were represented.

Distribution of
propylen glycol and PS-ELA PS-LLA SK-ELA SK-LLA
carvacrol

At T(OH)

At T(24H)

Figure 6: Schematic representation of the distribubn of propylene glycol and carvacrol in differentphases of the
potato starch suspensions (PS) and potato starchkenjac glucomannan suspensions (SK). Ligands were ded either
before the heating (ELA) or after the heating (LLA). T(CH) is the phase separation performed immediately ahe end
of the process. T(24H) is the phase separation perfoed 24 hours at the end of the process. The lette®s and K

symbolize respectively Amylose and Konjac glucomarmam. The pink triangle represents propylene glycol iad the blue
circle represents carvacrol. Only, the molecules gdominantly presents in each phase were represented

At T(OH), the applied heat treatment followed b tbhase separation allowed to
solubilize any amylose in the continuous phase. iIR@xcess, had no particular affinity for
any phase and therefore distributed equally betwbentwo phases. PG was the carrier
solvent of carvacrol and promoted the complexatibnarvacrol by amylose. Carvacrol was
also present in two phases almost evenly in the 6BBS-LLA. When carvacrol was added at
the end of heating, the amylose molecules, freentwe in the continuous phase, were
available to rapidly form inclusion complex withreacrol. This may explain the high
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proportion of carvacrol in the supernatant of PRL{43 % w/w) compared to PS-ELA
(15 % w/w). This phenomenon was not observed isgree of KGM. In SK-ELA and SK-
LLA, only 14 % (w/w) of carvacrol was in the comtiobus phase. In our experimental
conditions, the addition of KGM did not change thaterial balance of suspensions. Due to
physicochemical properties of KGM, the viscositytlo¢ continuous phase is accentuated by
the presence of KGM, thus limiting the mobilityezrvacrol.

A T(24H), carvacrol was present evenly in the tviages for all matrices except for
PS-LLA. For PS-LLA, carvacrol was predominantly et in the continuous phase (74 %
w/w). By comparing the distribution of carvacroltween T(OH) and T(24H), the quantity of
carvacrol in the continuous phase was 3.5 timekehni§pr PS-ELA, SK-ELA, SK-LLA and
1.7 times higher for PS-ELA. This demonstrated thiéie implementation of
amylose - carvacrol complexes was highly dependerthe experimental conditions and on
time.

At T(24H), PG was found mainly in the dispersedgghehatever the composition of
the matrix. The presence or not of KGM was thusralatted to this phenomenon. In contrast,
this location of PG could be explained by the antaifrcarvacrol complexed with amylose.
In fact, the amylose helix is characterized byral& helix with a hydrophobic cavity and
hydrophilic areas outside of the chain due to tlesg@nce of hydrophilic groups. At T(OH), for
all matrixes, between 14 % (w/w) and 43 % (w/w)cafvacrol is located in the continuous
phase and complexed with amylose. Hydrogen bonalsis® be drawn between PG and the
hydrophilic areas of the amylose helix as 50 % @Gfwere located in this phase. At T(24H),
for all matrixes, between 48 % (w/w) and 74 % (w/ef) carvacrol were located in the
continuous phase with amylose. At the oppositeée9@v/w) of PG were located in dispersed
phase. Therefore, it seemed that above a thresimaddint of amylose — carvacrol complexes,
PG could not find any affinity with amylose helochted in the continuous phase. It was then
attracted by the hydrophilic zone of the dispengkdse rich in amylopectin (residue) which
began to retrograde in double helices. In our erpartal conditions, this threshold was at
48 % (m/m) of carvacrol located in the continuobage with amylose.

4. CONCLUSIONS

PS and SK suspensions were prepared by hydrothéreadinent and flavoured with
carvacrol solubilized in PG. X-ray diffraction a5C results demonstrated that PG alone
did not interact with amylose but helped the foiorabf amylose-carvacrol complexes when
the mixture carvacrol-PG was used. The presen&Sdfl was shown of little negative effect
on the formation of amylose-carvacrol complexesvé\iheless, the study showed that the
moment of addition of the ligands was of great intgmace concerning the distribution and the
amount of the ligands within the biphasic suspansithe moment of addition of the ligand
when starch was swollen and when amylose was icdhgnuous phase led to a presence of
carvacrol mainly in the continuous phase. Thisatffeas dramatically decreased in presence
of KGM.
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It is worth comparing the distribution of carvaceold PG at T(24H) in the different
suspensions with the retention of carvacrol obthinea previous study (Lafarge, Cayot et al.,
2014). The retention of carvacrol was more pronednfor PS-LLA than PS-ELA. The
addition of KGM to PS suspensions decreased tieatieh of carvacrol. The location and the
guantification of carvacrol allow explaining theeaetion results and understanding how the
distribution of carvacrol influenced the retenti@uath a high viscosity of continuous phase in
presence of KGM and the time of added ligand imgxhthe interactions with amylose.
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2.2.1 Compétition entre le carvacrol et le propyléne glycol pour former des
complexes avec '’amylose d’amidon de pomme de terre.
Les études en diffraction des rayons X et en DS(GEtenréalisées avec un ajout en exces de
propylene glycol pur (3 % (m/ m d’amidon sec)) @uexces de carvacrol pur (3% (m/m
d’amidon sec)) ou en mélange «propyléne glyc@rvacrol » (1,5%-1,5% (m/m
d’amidon sec)). Les résultats ont confirmé la pnésede complexes amylose - carvacrol de
type V6lIII. Par contre, dans nos conditions expéritales, le propyléne glycol ne formait pas
de complexe avec I'amylose. Il n'y avait donc pasadmpétition entre le carvacrol et le
propyléne glycol pour former des complexes avemylase. Bien au contraire, les deux
techniqgues montrent que le propyléne glycol fawirida formation des complexes
amylose - carvacrol en type V6lIl.

Selon les résultats de DSC, l'ajout de glucomanndee konjac semblait perturber
I'établissement des complexes amylose - carvacrol.

Notre hypothése « compétition entre le carvacroleepropyléne glycol pour former des
complexes avec I'amidon de pomme de terre » est dxjeatée.

2.2.2 Impact du glucomannane de konjac et du moment d’ajout du carvacrol sur

la rétention du carvacrol.
En DSC et DRX, aucune différence structurale néadkiservée selon le moment d’ajout du
carvacrol, cela étant peut-étre di a la présencexeas de carvacrol que requierent ces
analyses. Cependant, dans des matrices a plus fahcentration en carvacrol (2 mmol de
carvacrol/équivalent glucose), la localisationaetjliantité de carvacrol et de propyléne glycol
différaient selon le moment d’ajout des ligandagirésence de glucomannane de konjac.

Dans nos conditions expérimentales, toutes lesicratmprésentaient le méme indice de
gonflement et la méme quantité d’amylose solulslis&ores séparation de phase, la phase
continue était principalement constituée d'amylose de glucomannane de konjac.

L’amylopectine était localisée dans la phase dsger

A T(OH) (= fin du traitement thermomécanique), fgitement thermique appliqué suivi de la

séparation de phase a permi de solubiliser towmyflose dans la phase continue. Le

propyléne glycol, solvant support du carvacrol ispnt en excés dans les matrices, n'avait
pas d’affinité particulierement entre les phaseétait distribué équitablement entre la phase
continue et la phase dispersée.

Le carvacrol était majoritairement présent danshiase dispersée excepté pour PS-LLA ou le
carvacrol était presque équitablement distribuéediat phase continue et la phase dispersée.
En fin de traitement thermique a 60°C, les moléculamylose étaient solubilisées dans la
phase continue, et, disponibles de suite pour fodas complexes avec le carvacrol. De plus,
le carvacrol étant solubilisé dans le propylénecdly « facilitateur de la complexation
carvacrol —amylose » selon les résultats en DRMitetaction était favorisée. Ceci
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expliquerait la haute proportion de carvacrol danghase continue de PS-LLA (43 % m/m)
comparée a celle de PS-ELA (15 % m/m).

En présence de glucomannane de konjac, le momgoutddu carvacrol n’avait pas d'impact
sur sa distribution et seulement 14 %(m/m) de aaolatait présent dans la phase continue.
Dans nos conditions expérimentales, la quantiténgase solubilisée était la méme
indépendamment de la présence ou non de glucomanarkonjac. La différence de
répartition du carvacrol entre PS-LLA et SK-LLA paait alors étre liée aux propriétés
physicochimiques du glucomannane de konjac. Emn,dHeprésence du glucomannane de
konjac dans la phase continue accroit sa visclisiiant ainsi la mobilité du carvacrol et des
molécules d’amylose.

A T(24H) (= 24 heures aprés la fin du traitemergrthomécanique), le carvacrol était
distribué équitablement entre la phase continda phase dispersée pour toutes les matrices,
excepté pour PS-LLA ou il était majoritairementg@ét dans la phase continue (74 % m/m).
En comparant la distribution du carvacrol a T(OH)aeT(24H), la quantité de carvacrol
présent dans la phase continue était 3,5 foisipipertante pour PS-ELA, SK-ELA, SK-LLA

et 1,7 fois plus importante pour PS-ELA. Ceci détrmgue I'établissement des complexes
amylose — carvacrol est dépendant des conditiopérigmentales et du temps.

Le propylene glycol, contrairement a T(OH), étaitnpipalement localisé dans la phase
dispersée (90 % m/m), quelque soit la compositienlad matrice. La présence ou non de
glucomannane de konjac n’était donc pas liée ahémgmene. Par contre, cette localisation
du propyléne glycol pourrait étre expliquée parglzantité de carvacrol complexé avec
'amylose. L’hélice d’amylose complexée est une m@énhélice présentant une cavité
hydrophobe et des zones hydrophiles a I'extérieud’liélice en raison des groupements
hydrophiles de la chaine. A T(OH), toutes matricesfondues, entre 14 % (m/m) et 43 %
(m/m) de carvacrol était complexé avec I'amyloses Dnteractions hydrogenes pouvaient
€galement s’établir entre le propylene glycol st Zenes hydrophiles de I'hélice d’amylose
puisque le propyléne glycol était présent a 50 %m(ndans la phase continue a T(OH). A
T(24H), toutes matrices confondues, entre 48 % {(ne€m74 % (m/m) de carvacrol était
retrouvé dans la phase continue et était complegé Bamylose. Par contre, la quantité de
propyléne glycol présent dans la phase continué dig¢isée par 5 par rapport a sa quantité a
T(OH). 90% (m/m) du propylene glycol étaient retrée dans la phase dispersée. Il
semblerait donc qu’au-dela d’'une quantité seuitamplexes amylose — carvacrol formés, le
propylene glycol ne trouverait plus d’affinité av@elice d’amylose et serait alors attiré par
les zones hydrophiles des doubles hélices de I'apegiine (en amorce de rétrogradation a 24
heures) localisées dans la phase dispersée. Darnditions expérimentales, ce seuil serait
situé a 48 % (m/m) de carvacrol interagissant #aetylose d’amidon de pomme de terre.

Il est intéressant de comparer cette distributiorcarvacrol et du propyléne glycol obtenue a
T(24H) avec les résultats de rétention obtenudgaréthode PRV présentée préecédemment
(publication 1), obtenu également a 24 heures.
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La rétention du carvacrol par PS-LLA était la pfusnoncée reflétant ainsi la présence de
fortes interactions entre 'amidon de pomme deetetrle carvacrol lors d'un ajout en fin de
process. L’étude de la distribution du carvacrdtestes différentes phases de la matrice PS a
mise en évidence l'impact du moment d’ajout du aarwl sur sa distribution et par
conséguent son impact sur les complexes amyloaevaarol.

Par contre, I'impact du moment d’ajout était inéxig en présence de glucomannane
de konjac. La présence ou non du glucomannane giaka’'a pas impacté sur la quantité
d’amylose solubilisée. La diminution des interagtieentre I'amylose et le carvacrol observé
par la méthode PRV serait liée aux propriétés gogsimiques du glucomannane de konjac :
augmentation de la viscosité de la phase contimigaht ainsi la mobilité du carvacrol et des
molécules d’amylose.

Notre hypothese « impact du glucomannane de ka@yatencapsulation moléculaire
du carvacrol » est donc validée.

L’hypothese N°1 est vérifiee : I'encapsulation nwol&ire de composés volatils est possible
dans une matrice d’amidon de pomme de terre - glaomane de konjac. Dans notre étude,
sur les trois composés volatils étudiés, seuls asplexes carvacrol — amylose ont gté
observés. Ce complexe amylose - carvacrol existerésence ou non du glucomannane de
konjac et présente aux rayons X une signaturepe\tglll.

Le glucomannane de konjac ne forme pas d’intenastispécifiques avec les composés
volatils. Leur rétention est due a la forte vistdgie la phase continue provoquée par la
présence du glucomannane de konjac, limitant lailit@let la volatilité des composés. Un
effet « salting-out » du carvacrol est observé dane suspension de glucomannane| de
konjac.

Le propylene glycol, solvant support des composasdhe et présent en exces dans nos
matrices, ne forme pas de complexes avec I'amidoncontraire, sa présence favorise la
complexation du carvacrol avec I'amidon.

L’établissement des complexes amylose - carvacret dépendant des conditions
expérimentales et du temps. Dans les matrices mamteiniguement de 'amidon de pomme
de terre, le moment d’ajout du carvacrol est utefacdéterminant. Un ajout en fin de process
semble le plus favorable.

Les analyses DSC montrent que l'ajout de glucomaarde konjac perturbe modérément
I'établissement des complexes amylose - carva&alprésence dans la phase continue| des
matrices augmente sa viscosité, limitant la mabdii carvacrol et de 'amylose et ainsi leurs
potentialités de rencontre.
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Pour la suite de I'étude, nous conserverons domguament le carvacrol comme molécule
d’intérét.

Le pourcentage de rétention du carvacrol préseats ¢ publication | a été déterminé a
partir des coefficients de partageikarice reflétant les interactions entre les composés
d’arbme et les polysaccharides. Mais, il ne tiead pompte du piégeage du carvacrol dans le
réseau désorganisé de la matrice. Notre objedit éonc de déterminer I'efficacité du
piégeage du carvacrol par la matrice mixte amiderpdmme de terre — glucomannane de
konjac en tenant de ces deux phénomenes concosnitant

La méthode retenue pour cette détermination éta@ extraction solide - liquide, avec
ultra - sons et centrifugation. Contrairement a tkchnique d’extraction — distillation
simultanée (Likens — Nickerson) utilisée précédemtmaucun chauffage n’est appliqué pour
cette extraction solide - liquide. Par conséquentpeut supposer que le carvacrol complexé
par 'amylose ne sera pas accessible. Cependams @006) a montré que les complexes de
type V6III pouvaient évoluer vers des signatures type V6l lors d’extractions
solide - liquide. Cela signifie que les moléculésiées entre les hélices sont mobiles sous
I'effet du lavage par un solvant.

De plus, pour cette extraction solide —liquide,cume matrice n'a été déstructurée
préalablement afin de préserver la structure desices. Par conséquent, la quantité de
carvacrol estimée par ce dosage est appelée «tgudmtcarvacrol mobile ». Elle correspond

a la quantité de carvacrol non piégé par les caxepleavec I'amylose, c'est-a-dire le

carvacrol piégé dans le réseau désorganisé de tacenat éventuellement le carvacrol

localisé entre les hélices d’amylose. Sur cettee bkes pourcentage de piégeage global du
carvacrol a été calculé selon I'équation 31.

uantité initiale théorique de carvacrol —Quantité de carvacrol mobile - .
(Q : Q ) 100  Equation 31

Quantité initiale théorique de carvacrol

Nos résultats précédents ont montré que la qualditgarvacrol dans les matrices, quels que
soit la composition de la matrice et le momentaligj était proche de 100 et qu’il n’y avait
pas de différence significative entre les matridear simplification, le pourcentage de
piégeage global du carvacrol est calculé a pagtiadjuantité initiale théorique de carvacrol.

Le pourcentage de piégeage global du carvacrdepanatrices PS-ELA, PS-LLA, SK-ELA
et SK-LLA a été déterminée a deux moments: TO @aiatement en fin de traitement
thermomécanique) et a T24 (24 heures apres la Uirraitement thermomécanique). La
démarche expérimentale mise en ceuvre est présanfigrire 77.
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Figure 77 : Méthode expérimentale mise en ceuvre powéterminer l'efficacité du piégeage du carvacrolpar la
matrice mixte amidon de pomme de terre — glucomanme de konjac & deux moments : immédiatement en fide
traitement thermomécanique et 24 heures aprés larfidu traitement thermomécanique.

Le pourcentage de piégeage global du carvacroPBaELA, SK-ELA, PS-LLA et SK-LLA
était compris entre 50 et 70 % (figure 78).
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Figure 78 : Pourcentage de carvacrol piégé dans taatrice amidon de pomme de terre (PS) et la matricamidon de
pomme de terre - glucomannane de konjac (SK). Le caacrol a été ajouté en début de process (ELA) ou emfde
process (LLA). Les moyennes avec différentes lettresisymboles sont significativement différentes selole test de
Fisher (p < 0,05). La barre noire avec une étoile adessus du couple T(0h)/T(24h) pour chaque systéeme nie la
significativité selon le test de Fisher (p < 0,05).

A T(Oh), une différence significative entre les @uafillons était observée. L'ajout du
carvacrol en fin de process favorisait une augntiemtasignificative du piégeage du
carvacrol : le piégeage du carvacrol par PS-ELAt ¢las faible que celui de PS-LLA. Le
piégeage du carvacrol par SK-ELA était plus fadple celui de SK-LLA.

L’ajout de glucomannane de konjac & PS-ELA amétisignificativement le piégeage global
du carvacrol. Le pourcentage de piégeage globakatuacrol était identique entre les
matrices PS-LLA, SK-ELA et SK-LLA.

Les dosages ont été appliqués sur des matrices dgé heures. A T(24h), les échantillons
étaient significativement différents. Comme a T(CGh)I(24h), le piégeage du carvacrol par
PS-ELA était inférieur a celui de PS-LLA et le pége du carvacrol par SK-ELA était plus
faible que celui de SK-LLA.

Le piégeage du carvacrol par les matrices PS-LLSKtL_ LA etaient identiques et étaient
significativement plus élevées que celui de PS-Et/ASK-ELA. L'ajout du carvacrol en fin
de traitement thermomécanique favorisait le piégedig carvacrol en présence ou non de
glucomannane de konjac.
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Les barres noires au-dessus des couples (T(O¥))T¢ur chaque systeme figurent la
significativité des différences entre T(0) et T(2%eule la matrice PS-ELA montrait une
différence significative. Cette observation peue éte avec celle faite dans la publication Il :
la formation des complexes amylose - carvacrolprséés conditions de préparations des
matrices, peut prendre du temps. Ce phénomeénetmpéis visible pour les autres matrices
contrairement aux résultats précédents de la @tldic1l. L’absence de dilution de la matrice
dans de l'eau, la nature du solvant utilisé poutdsage et la présence de glucomannane de
konjac peuvent expliquer cette différence de rassilt

Les matrices présentant le meilleur piégeage dvacesl immédiatement aprés le traitement
thermomécanique et 24 heures plus tard sont : PSetISK-LLA.

Afin de comprendre quel phénomeéne (complexes ceslaa@amylose ou piégeage du
carvacrol dans le réseau désorganisé de la maggtelmpliquée, la combinaison (i) des
résultats de pourcentage de piégeage global daaahet (i) des résultats de pourcentages
de rétention du carvacrol calculés a partir dedfictents de partage obtenus par la méthode
PRV (publication 1), est présentée en figure 7yrska composition des matrices.
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Figure 79 : Combinaison des résultats de pourcentagde piégeage global du carvacrol avec les résukatle
pourcentages de rétention du carvacrol calculés aaptir des coefficients de partage obtenus par la niBode PRV
(publication 1) selon la composition des matrices amidon de pomme de terre (PS), amidon de pomme derre et
glucomannane de konjac (SK). Le carvacrol a été ajoé en début de process (ELA) ou en fin de process (LLA)
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La méthode PRV met en évidence les interactionsipbghimiques entre les polysaccharides
et les composés d’ardbme. Comme la mesure se dé&d'éguilibre thermodynamique, I'effet
de la structure ou de la viscosité n’intervienrzas.

De fortes interactions physicochimiques existaientre le carvacrol et 'amidon dans la
matrice PS-LLA, se traduisant par une forte rétentilu carvacrol (44 %). Par contre, les
interactions physicochimiques étaient deux foisghibles dans la matrice SK-LLA. Or, le
pourcentage de piégeage global du carvacrol n’pgatsignificativement différent entre PS-
LLA (66 %) et SK-LLA (70 %). Ceci s’expliquerait pa

- L’établissement de fortes interactions physicochimes entre I'amidon et le carvacrol
pour PS-LLA aboutissant a la formation de complegassacrol - carvacrol. Ceci
explique le haut pourcentage de rétention du canvabtenu a partir des coefficients
de partage. De plus, la matrice n'a pas été ddatde préalablement a I'extraction
solide — liquide. Le réseau d’amylose et d’amyldipec peut également limiter la
mobilité du carvacrol. Le haut pourcentage de canlapiégé par PS-LLA
s’expliquerait principalement par la présence demexes amylose — carvacrol.

- La baisse du pourcentage de rétention du carvg@eolSK-LLA par comparaison
avec PS-LLA s’explique par la présence du glucoraaarde konjac. L'augmentation
de la viscosité de la phase continue en raisorad@dsence du glucomannane de
konjac limite la mobilité du carvacrol et de l'amagk, et par conséquent
I'établissement de complexes carvacrol — amylose SiK-LLA. Cette augmentation
de viscosité de la phase continue pourrait égalehmeiter la mobilité du carvacrol et
la diffusion du solvant lors du dosage de la quémte carvacrol piegé par la matrice.
Le haut pourcentage de carvacrol piégé par SK-Lemis di en majeure partie au
réseau de la matrice polysaccharidique et a laosigr importante de la phase
continue et dans une moindre mesure a la préseaceothplexes amylose —
carvacrol.

PS-ELA est la matrice présentant la plus faiblernéon du carvacrol (5 %). Trés peu
d’interactions physicochimiques s’établissaientreemé¢ carvacrol et 'amidon de pomme de
terre lors d’'un ajout du carvacrol en début de @ssc59 % du carvacrol étaient néanmoins
piégés par cette matrice. Cette rétention était doniquement due au réseau désorganisé de
la matrice, cette derniére n'ayant pas été déstrdetavant I'extraction.

En raison de l'important écart-type du pourcentdgeétention de SK-ELA (publication 1),
aucune hypothése n’est formulée.
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Les matrices présentant un meilleur piégeage diaceosl immédiatement apres le traitement
thermomécanique et 24 heures plus tard sont :

- PS-LLA (65 % *+ 2 % a 24 heures) en raison dew$ointeractions physicochimiques
entre le carvacrol et 'amylose (complexes carvacamylose)

- SK-LLA (68 % + 3 % a 24 heures), en raison dediamentation de la viscosité de|la
phase continue (effet structure du réseau de paiiisaide) et, dans une moindre mesure, en
raison de la présence d'interactions physicochiegqentre le carvacrol et I'amylose
(complexes carvacrol - amylose).
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3 Stabilité du piégeage du carvacrol et stabilité physique de la

matrice amidon de pomme de terre - glucomannane de konjac.
L’objectif de cette partie est de valider ou ndmypothése N°2 : « I'ajout de glucomannane
de konjac améliore la stabilité physique des medrec base d’amidon de terre et la stabilité du
piégeage des composés d’arébme ».

La stabilité du piégeage du carvacrol dans le teanpte Iégerement abordée lors de I'étude
de la détermination du pourcentage de piégeagealghil carvacrol a T(0h) et a T(24h)
(chapitre 3 « Efficacité du piégeage du carvacesllp matrice mixte amidon de pomme de
terre - glucomannane de konjac). En effet, cetigleéta été réalisée sur des matrices non
déstructurées au préalable. Une diminution du piggelu carvacrol entre T(Oh) et a T(24h)
aurait traduit une faible stabilité de piégeagecdvacrol et/ou une faible stabilité physique
par les différentes matrices. En effet, la stabildes interactions physicochimiques
« amidon — composé d’arbme » est indissociableadgabilité physique de la matrice. Nous
pouvons donc affirmer que le piégeage du carvasbstable sur 24 heures. Pour poursuivre
'étude de la stabilité du piégeage du carvacrolyee matrice mixte amidon de pomme de
terre — glucomannane de konjac dans le temps, deies étaient possibles : procéder a un
vieillissement naturel sur plusieurs semaines va@taesieurs mois ou procéder a un
vieillissement accéléré en procédant a des cyélastés de congélation / décongélation. Les
avantages et inconvénients des deux options séseptés dans le tableau 20. Pour notre
étude, le vieillissement accéléré a éteé retenu.

Vieillissement naturel Proches du vieillissement  Difficile a gérer au niveau
naturel des aliments expérimental (probleme
calendaire, microbiologique)
Vieillissement accéléré Applications produits Modifications
alimentaires surgelés supplémentaires obtenues par

rapport a un vieillissement
Facilité dans la gestion des naturel (cristaux de glace)
expérimentations

La stabilité du piégeage de composé d’intérétreissociable de la stabilité physique
de la matrice. L'ajout d’hydrocolloide a une suspen d’amidon constitue une facon
d’améliorer les performances et/ou les qualitésgeds d’'amidon comme par exemple ralentir
'apparition de synérese. En effet, une conséquaggative de la rétrogradation de I'amidon

natif est I'apparition de synérése, parametreqeréide la stabilité physique du gel d’amidon.

Au cours de cette étude, nous allons essayer dmadép également aux questions
suivantes : Est-ce que I'association amidon de perdmterre et glucomannane de konjac
améliore la stabilité physique des matrices entfoncdu temps ? Est-ce que I'association

201



Résultats et discussion

amidon de pomme de terre et glucomannane de kanjgdiore la stabilité du piégeage du
carvacrol en fonction du temps ?

Pour ces études, la démarche mise en ceuvre eshi@@sn figure 80.

Vieillissementaccéléré : 4 cycles

1 2 3 4
Etude de la stabilité du piégeage du Etude de la stabilité physique des
carvacrol matrices
Dosage du carvacrol contenudans la Etude Etude
synérése provoquée par centrifugation microscopique macroscopique
MEB Volume de

synérese
provoquée par
centrifugation

tests de
pénétrometrie

Figure 80 : Schéma de la démarche expérimentale reign ceuvre pour I'étude de la stabilité du piégeagki carvacrol
par la matrice amidon de pomme de terre - glucomareme de konjac et de la stabilité physique de ceslge

Un cycle de vieillissement accéléré correspon®4 heures a -18°C puis 2 heures a 30°C.
Pour cette étude, quatre cycles ont été effectuédes matrices : PS-ELA, PS-LLA, SK-
ELA, SK-LLA, PS (matrice amidon de pomme de teaasscarvacrol) et SK (matrice amidon
de pomme de terre et glucomannane de konjac sarecoal).

L’étude de la stabilité du piégeage du carvacrobkciait a doser le carvacrol présent dans la
synérése. La synérése obtenue est une synéreseqpéevpar centrifugation des matrices
ayant subi x cycles de congélation/décongélatiein non une synérése obtenue
« naturellement ». Dans ce chapitre, le liquideudgsdes matrices suite a la centrifugation
sera appelé synérese. Le carvacrol a été doséapatyse de I'espace de téte par SPME-
GCMS. L'avantage de ['utilisation de la chromatquree gazeuse couplée au spectrometre de
masse était de suivre I'éventuelle décompositionatuacrol lors de I'étude de vieillissement
accélére (figure 81).
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Figure 81 : Méthodes mises en ceuvre lors de la dérohe expérimentale pour I'étude de la stabilité dyiégeage du
carvacrol par la matrice amidon de pomme de terre glucomannane de konjac et de la stabilité physiquee ces gels.

La stabilité physigue des matrices a été étudiée @iveau d’observation microscopique avec
le microscope électronique a balayage (MEB) et a@iueau macroscopique avec le volume
de synérese provoquée collecté et des tests deaqgaeérie (figure 81).

Les résultats sont présentés dans la publication |l
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Résumé graphique de la publication 1l

Trapping of carvacrol in potato starch gel

0.2% of konjac glucomannan improved
the stability of carvacrol trapping,
improved the physical stability of the gel
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Trapping of carvacrol by konjac glucomannan-potatostarch gels: stability
from macroscopic to microscopic scale, using imageocessing.

Céline Lafarg® Ludovic JournauX Aline Bonnotté Jeannine LherminiérJohn Aldo Le&
Patricia Le Bafl, Nathalie Caydt®

& Univ. Bourgogne Franche-Comté, AgroSup Dijon, PAMR A 02.102, F-21000 Dijon,
France

b LE21 UMR6306, CNRS, Arts et Métiers, Univ. Boumg@ranche-Comté, AgroSup Dijon,
F-21000 Dijon, France

¢ Plateforme DImacCell, INRA, Univ. Bourgogne Frandemté, F-21000 Dijon, France

4 Univ. Catholique de Louvain, Molecular Imaging, dRetherapy, and Oncology-IREC
Avenue Hippocrate 55, B-1200 Bruxelles, Belgium

® UR1268, Biopolyméres, Interactions, Assembladg¢éRA, F-44300 Nantes, France.

Abstract:

The aim of the study was to show that the presehaesmall quantity of konjac glucomannan
(KGM) in potato starch suspension increased thalgyeof carvacrol trapping.

For that purpose, several freeze-thaw cycles weed to accelerate the ageing of the product
and consequently drastically destabilize the gals] induce syneresis. The stability of
carvacrol trapping was evaluated by the quantificabf carvacrol in the syneresis liquid.
The stability of the starch gel structure was stddit microscopic and macroscopic scale.

The moment of the addition of carvacrol and thespnee of KGM both had an effect on the
stability of carvacrol trapping and of the struetarf the gel.

KGM promoted amylose retrogradation but slowed dammylopectin retrogradation. The
stability of potato starch gels can be improvedthsy addition of a small quantity of KGM
which showed a ‘cryoprotectant’ behaviour.

New method to characterize the micro and macrastredrom SEM images processing has
also been proposed. The processing of microscomges was done using Generalized
Fourier Descriptors and allowed the characterimatibeach sample. The carvacrol addition
lowered the physical stability of the gel with largpores and increased syneresis. On the

*3Corresponding author. ph. +33 3 80 77 40 85;
E-mail address: nathalie.cayot@agrosupdijon.fr
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contrary, the KGM addition increased the size & pores but prevented the formation of
very large pores and reduced syneresis. The malsessystem was obtained by the addition
of carvacrol at the end of heating, in a konjacglnannan—potato starch gel.

Highlights

- Stability of carvacrol trapping was affected by iidd time of carvacrol to the
suspensions.

- Addition of KGM in starch gel improved the stabjilidf carvacrol trapping.
- Physical stability of starch gels was more distdrbg carvacrol than by KGM.

- Addition of KGM in starch gel ensured a good stipibf starch gels towards freeze-
thaw cycles.

- New method based on SEM images processing hasbeeosed.

Keywords: starch, carvacrol, konjac glucomannan, freeze-tebility, image processing,
trapping.

Chemical compound studied in this article

Carvacrol (PubChem CID: 10364); Amylose (PubChenD:C%3477771); Amylopectin
(PubChem CID: 439207); Water (PubChem CID: 962).

1. Introduction

Carvacrol (5-isopropyl-2-methylphenol) is a pheaaionoterpene constituent of essential
oils produced by aromatic plants as oregano anchéhyCarvacrol exhibits many effects of

great interest for the food industry: antioxidaantibacterial, antifungal (Burt, 2004; Ben

Arfa, Combes et al., 2006). However, the additibnasvacrol in food products presents some
difficulties: (i) it has an extremely low flavouhreshold and can drastically change the
sensory properties of the food, (ii) it is highhsoluble in water and (iii) it could be oxidized

or evaporated when exposed to air, light, or heat.
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Trapping of carvacrol in a starch gel could be adgway to overcome these problems. In

fact, it is well known that starch may interactiwgmall ligands such as aroma compounds or
lipids to form molecular inclusion complexes (Cot+ieletit, Escher et al., 2006; Jouquand,

Ducruet et al., 2006). In fact, in presence of clexipg molecules, amylose organizes in

single helix, offering a large hydrophobic centrality which can receive ligands. Another

form of ligand trapping in starch matrix exists. it based on a non-specific physical

entrapment by the network gel established throbhghr@arrangement of starch molecules.

Starch is an important ingredient for the food istdy because of its wide availability, low
cost and functional properties: thickener, gellegent, stabilizer, and fat of substitution.
However, many food applications of native starches limited due to their tendency to
retrograde during cooling and storage. This is Ip@ssociated with syneresis and changes
in texture, decreasing the overall consumer acbéyeof the product. A way to improve or
maintain desirable textural properties and stabilitf most starchy products is the
incorporation of hydrocolloids. Konjac glucomann@GM) may be used for this purpose.
KGM is an essentially linear polysaccharide comgoeé -1.4-linked d-glucosyl and d-
mannosyl residues (in a molar ratio of 1.5:1) asnnthain with branching-1.4-glucosyl
units. Degree of branching is about 8 %. KGM cargaacetyl group in the main chain,
approximately 5-10 % acetylation (Yoshimura, Takayal., 1998b; Katsuraya, Okuyama et
al., 2003b; Khanna and Tester, 2006). It was regotd interact with starches of various
botanic origins: maize (Yoshimura, Takaya, & Nighir 1997), wheat (Funami, Kataoka et
al., 2005; Zhou, Wang et al., 2008), potato (Khaame Tester, 2006), tapioca (Muadklay and
Charoenrein, 2008), and rice (Huang, Kennedy eP@0D7; Charoenrein, Tatirat et al., 2010).
All these authors reported the high water holdiagacity of KGM that prevented syneresis
liquid occurring in starch gels and slowed down tke&ogradation rate of starch during
storage. Recently, Schwartz et al., (2014) dematestrthat the presence of KGM in a potato
starch-water system could affect the gelatinizatibe retrogradation and the complexation
phenomena of potato starch. This phenomenon se&mafdpear at low concentrations of
KGM.

In this context, the objective was to study thd#itst of carvacrol trapping in a mixed gel of
KGM and potato starch. Several freeze-thaw cydtds dycles) were used to accelerate the
ageing of the product and consequently drasticitabilize the gels. In fact, the succession
of FT cycles induced an increase of molecular aasons between starch chains. More
particularly, the retrogradation of amylose redlilie the expulsion of water from the gel
structure. This phenomenon is named syneresis {#4d®90). The stability of carvacrol
trapping was evaluated by the quantification ofvaarol in the syneresis using Head Space-
Solid Phase Micro Extraction-Gas Chromatographydviagectrometry (HS-SPME-GCMS).
The gel set-up and / or the physical stabilityred starch gel were studied: (i) at microscopic
scale using Scanning Electron Microscopy (SEM)oletd with image processing analysis
and (i) at macroscopic scale with pasting behavioti samples and determination of
syneresis.
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2. Materials and Methods
2.1 Materials

Potato starch was obtained from Sigma Aldrich amdfipd konjac glucomannan was kindly
provided by Georges Srzednick (University of NewutBoWales of Sydney, Australia). All
suspensions were made using deionized MilliQ water.

Carvacrol (SAFC, Saint-Louis, United States of Areer purity 98 %) and propylene glycol
(Aldrich, Saint-Louis, United States of America, ripg 99.5 %, food grade) have the
following physicochemical characteristics at 25&Gt{mation program EPI suit¥):

- Carvacrol (GH140, CAS n°499-75-2), Log Poct-w = 3.49, vapour puess 3.09 Pa,
solubility in water = 1.25 gst.

- Propylene glycol (gHsO,, CAS n°57-55-6, Log Poct-w = - 0.92, vapour presstl
38.80 Pa, solubility in water = 811 gsL

The extraction standard for quantification of carehwas 4-sec-butylphenol (Aldrich, Saint-
Louis, United States of America, CAS n°99-71-8,ityu®7 % prepared at 50 mgéLin
dimethyl sulfoxide (DMSO, Aldrich, Saint-Louis, Uad States of America, CAS n°67-68-5).

Glutaraldehyde (Aldrich, Saint-Louis, United StatdsAmerica, CAS n°111-30-8, grade 1
prepared at 2.5% in buffer 7) and absolute eth@hlrich, Saint-Louis, United States of
America, CAS n°64-17-5) were used to prepare thmpses for scanning electron
microscopy.

2.2 Samples preparation and pasting profile

Aqueous suspensions containing potato starch (R®les, 25 g of water plus 1.25g of
potato starch by batch), or both starch and kogjacomannan (SK samples, 25 g of water
plus 1.25 g of starch and 0.05 g of konjac glucamaanper batch) were prepared using a
Rapid Visco Analyzer™ (model RVA-super 4, Newpodéhtific, Australia) equipped with
the Thermocline™ software. The mixture was puhi aluminium flask and manually stirred
to avoid sedimentation. Then, the mixture was lal&0°C for 1 min, heated to 95°C at a
constant rate of 12°Ce miin held at 95°C for 3.5 min and finally cooled to°60at the same
rate and held at this temperature for 3 min. A tamtsstirring of 160 rpm was applied, except
at the beginning of the pasting profile when thetome was stirred at 960 rpm for the first
10 s at 50°C and during cooling step for 10 s &C60/iscosity profiles were recorded to
check reproducibility of the preparation. Four paeters were taken from the RVA curves:
pasting temperature (°C) (corresponding to therbeqg of the increase in viscosity), peak
viscosity (mPa.s), setback (final viscosity mintmigh viscosity, mPa.s) and final viscosity at
60 °C (mPa.s).
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A stock solution of carvacrol was prepared by digag 1.807 g of carvacrol in 100 mL of

propylene glycol at 25°C under stirring. The concaion of carvacrol was chosen in order to
obtain a final concentration of 2 mmoles of careaquer glucose equivalent of starch
considered as sufficient to induce complex fornraifArvisenet, Le Bail et al., 2002). The

stock solutions were stored at 4°C before use.ltimelred pL of stock solution was added to
the suspensions, either before heating (Early ldgadadition: ELA), or after heating (30 sec

after the start of the plateau at 60 °C, Late Lega&ddition: LLA). Six samples were made in

triplicate: PS, SK, PS-ELA, PS-LLA, SK-ELA, SK-LLA.

2.3Freeze-thaw cycles

Immediately after preparation, suspensions wergbaias such into centrifuge tubes or jars
for further analyses. Then, they were frozen 30 afiar the end of pasting profile at -18°C
for 24 hours then thawed at 30°C in water bathviar hours. This FT cycle was repeated up
to four times.

2.4 Syneresis measurement

The samples were centrifuged at 8000 g at 25°CLlfomin. The liquid exuded from the
suspension was cautiously collected and weighed.pEincentage of syneresis was calculated
as the ratio of the weight of liquid exuded frone thuspension to the total weight of the
suspension before centrifugation. The result waksiphied by 100. The data were reported as
the average of three measurements.

2.5 Quantification of carvacrol in syneresis

Carvacrol was quantified in syneresis by Head Sisadel Phase Micro Extraction-Gas
Chromatography Mass Spectrometry HS-SPME-GCMS, gusincalibration curve (linear
regression of six points).

The exuded liquid (obtained as explained in pamg4.) was firstly filtered on glass wool
and then on a 45 um nylon filter. Afterwards, onke of the filtered sample was transferred
into a 22 mL vial, immediately sealed with a siheoseptum and screw cap, and agitated
during one minute. After 5 minutes of equilibratibome at 40°C, the volatiles were extracted
from the headspace using a SPME fibre (75um DVBrbGxen/PDMS, ref. 57329,
Supelco, USA) for 5 min at 40°C. Finally, the fibwas inserted into the GCMS injection port
and desorbed for 15 min.

SPME fibres were analysed with a Shimadzu 2010chasmatograph (Kyoto, Japan) fitted
with a split / splitless injector (240°C, 0.115 pan split mode (ratio: 20/ 1) and with a
Shimadzu QP2010+ detector (electronic impact a¢\70temperature source at 200°C). The
chromatograph was equipped with a capillary coluaAP (J&W Scientific) of 30 mx
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0.32 mm. Film thickness was 0.25 um. Helium wasduase vector gas at a velocity of
53 cm / sec). Spectrometry selected ion monitonmgghod (SCAN mode) was used. m/z 91
fragment resulting from carvacrol was chosen fergbantification.

2.6 Determination of the structure of starch gel afs@veral freeze-thaw cycles with
Scanning Electron Microscopy (SEM)

All the unfrozen gels and the gels submitted aesm\reeze-thaw cycles were fixed in 0.1M

phosphate buffer (pH 7.2) containing 2.5 % (v/viitgtaldehyde for two hours at room

temperature. After dehydration in an ethanol segamples were dehydrated using a critical
point dryer. A piece of dehydrated sample was medioh aluminium stub and coated with a
fine layer of carbon and was observed using a JESM 7600F FEG-SEM. More than 9

views were recorded by sample. Representative ismagee presented with the accelerating
voltage and the magnification used.

2.7 Images processing
2.7.1 Texture feature analysis

The SEM images obtained for these experimentsr@id) showed differences in structure of
the freeze-thawed gels corresponding to the diftsegperimental conditions.

In order to quantify these observations, the biglaigexture of samples was characterized by
texture feature analysis of SEM images. A succédsfiiure characterization requires an
efficient feature extraction methodology but thgandifficulty is that images are most of the
time not uniform, due to changes in orientatiomlecillumination conditions, or other visual
appearance (as the obtained SEM images). To overctimase problems, numerous
approaches are proposed in the literature. We ¢&tmglish five families of methods to
extract textural features (Tuceryan, Jain et &93): structural, statistical, spatio-frequency
approaches, and methods based on forms recogaitmifractals.
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Figure 1: Typical SEM images of potato starch gels @& (w/w)) with or without konjac glucomannan (0.2% (w/w))
and with or without carvacrol (x 250, bar = 100um).(a) Unfrozen potato starch gel, (b) Unfrozen potat starch-konjac
glucomannan gel, (c) Potato starch gel with carvacl added at the end of heating, after four freezehiaw cycles, (d)
Potato starch - konjac glucomannan gel with carva@! added at the end of heating, after four freezehtaw cycles.

In this context, due to the important variability arientation and illumination conditions for
the different textures, the protocol was based e ¢omputation of robust invariants
(Arivazhagan, Ganesan et al., 2006). One familypedriants called Motion descriptors (MD)
also known as Generalized Fourier Descriptors (GfEEguthier, Bornard et al., 1991) was
considered, which provided well-proven robust fesguin complex areas of pattern
recognition (faces, objects, forms) (Smach, Leraaétr al., 2008; Journaux, Simon et al.,
2011) .

Images database

The SEM images were grey level images. Each imagsisted of a 100 um scale with a
resolution of 256 x 256 pixels resolution whichtsdi well to the scale of our biological
observation and time processing. The dataset wapased of 12 classes representing the 12
different kinds of experimental conditions. Finalllge dataset contained almost 1152 images,
96 samples per experimental conditions.
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Texture characterisation using Generalized FourieDescriptors (GFDs)

The main goal of texture analysis of images isharacterize texture with parameters called
features. Lef be a square summable function on the planef @adFourier transform.

Then, the GFDs of the chosen method are defined as:
f(x) = Jo f(x)e(_jxx) dx . (Eq.1)

If (A,0) are the polar coordinates of po)l%t , ten, 0) denotes the Fourier transformfat
(A, 0). Gauthier et al., (1991) defined the mappin®ppfrom R, into R, as:

214 2
Di) = [T|fA,©)|"de (Eq.2)
whereDy is the GFD vector that describes each texture énfage supplementary data).

GFDs, calculated according to equation 2, haverakyeoperties that are useful for object
recognition: invariance to translation, rotationgdaeflection. The GFD vector will be used as
input to the nonlinear high-dimensional data visazion method.

High-dimensional data visualization

In order to observe and estimate the differencesngnsamples, GFDs were extracted from
SEM images. In the context of texture discriminatiGFDs provided robust but very high-

dimensional features (128 dimensions) (Journauxo8iet al., 2011). Unfortunately, these
high-dimensional (HD) datasets were difficult taabse, information being often redundant,
with strong inter-feature correlation. MoreovelisthlD dataset could suffer from the curse of
dimensionality (Hughes, 1968), in the form of noconcentration (Francois & Verleysen

IEEE 2007) and hubness (Venna, Peltonen et alQ)20hus, to improve characterization

performance and HD data visualization, dimensitypaéduction (DR) techniques were used
to transform HD data into a meaningful low-dimemsib(LD) representation with the goal of

preserving the data structure. Among the numeroeihods proposed in the literature (Lee
and Verleysen, 2007), a recent nonlinear DR (NL@BBproach called Multi-Scale Jensen-
Shannon embedding (Ms.JSE) (Lee, Peluffo-Ordofies. e2015) was chosen. Ms.JSE is an
extension of JSE based on neighbourhood presenvhgbnveen the HD and LD space, for
several sizes of neighbourhoods. In this approa€hcoordinates for the data points are
chosen so that soft Gaussian neighbourhoods matcsaussian neighbourhoods in the HD
feature space. The probability of the jth poinb®a neighbour of the ith point at scale h in
the HD feature space is computed as:

2
-G

22pi(Pp)°
Ohij = c 57 ) (Eq3)
Yk ki € 22pi(Pp)°
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where:
8;; is the distance between the ith and jth pointhénHD feature space.

Ani(Ph) the bandwidth specific to the ith point at scalesMmich corresponds to the radius
around the ith sample needed to encompass abadfPieighbours.

P, is the perplexity, a parameter that is relatedrtbopy ofoy,;; and indicates the number of

soft neighbours to consider. At scale h, P is etu&h and\,;(P) is determined by solving
P, = e(= Zj onijlog(onij))

The probability of the jth point to be a neighbaofithe ith point at scale h in the LD space is
computed similarly as

TP
Shi]' = e—d_z ) (Eq 4)

__ ik
)

Yk ki€

whered;; is the distance between ith and jth point in tiie representation. Bandwidth Ih at
scale h is common for all points and pre-set tdl2(lwhere D is the target dimension (D = 2
IS most cases).

. - 1 1
Global similarities over all scales are computed;as- EZEzl hop;; ands;; = EZEzl hsp;.

Since similarities are normalized like a probabilistribution, Ms.JSE uses a divergence,
namely, the Jensen-Shannon divergence to measerrdigbrepancy between HD and LD
similarities based on Kullback-Leibler divergerizyg, (Lee, Renard et al., 2013):

Djs5(olls) = KDki(o]l2) + (1 = KDk (sl12) (Eq. 5)

wherez = Ko + (1 — K)s andX is the mixing parameter.

2.7.2 Detection and quantification of the surface digtitibn of pores inside images

In order to estimate the 2D surface correspondm@D@ pores in the SEM images, we

extracted the pores by a technique based on Fdilteeing and two dimensional discrete fast

Fourier transform (FFT) (Cooley and Tukey, 1963)isTapproach included three important
steps: a high-pass filtering, a thresholding stegh fenally a cleaning step of the image based
on mathematical morphology operations (Serra, 1982)
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For the high pass Fourier filtering, a two dimensiloFFT was performed on the target image
by the equation 7:

kyxnx . Kyfy

1 — Ny—-1 —=—=
Pl Ky) = = TnZo Znymo fnny)e” e ™™ (Eq.7)

Based on the centred Fourier image, a high pass ¥ilas applied in order to eliminate low
frequencies in the FFT image (figure 2b). The dtifrequency was empirically sized by a 10
pixels width disk mask.

(©) (d)

Figure 2: Example of initial SEM image (@), its assdated image after inverse FFT (b), thresholded imag(c), cleaned
image of holes detection (d).

The thresholding of the resulting image was basear Inverse FFT and a predetermined
threshold was applied in order to eliminate lowepixalues which do not correspond to the
sample (figure 2c). The cleaning step aimed to iakte remaining “no holes” pixel groups,
which were small and scattered. It laid on matherakhimorphology operation and was
performed with three sub steps:
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» First, a dilatation, which aimed at making bigged @loser pixel groups in the image.

 Then a blurring convolution with a Gaussian smawhoperator, followed by a
thresholding, which eliminated too small groupspofels. These small groups were
considered as miss. This step made smaller thé gri@aps that corresponded to holes
and then justified a third step.

* Another dilatation was performed which aimed ateregyate size of pixel groups
corresponding to holes (figure 2d).

Finally, the number and the surface of pores wamated in each SEM image and reported a
normalized histogram of surface pores distributieach histogram was normalized due to the
difference of samples images for each experiment.

2.8 Statistical analysis

The Statistica V8 software was used for Anova. Biance was established at p < 0.05.
Fisher t-test was used to determine significanfertbhces between values. All image
processing was performed on the S|/ CCUB Mé&tkdiftware of the Burgundy University.

3. Results and discussion
3.1 Stability of trapping
Preliminary studies showed that:
- No degradation of carvacrol was observed by GCM& &T cycles (data no shown).

- The amount of carvacrol measured in the whole sispes using Likens-Nickerson
extraction method was similar whatever the suspansobnsidered and was about
96 % £ 8 % of the initial quantity added into thesgensions (w/w). Thus, the loss of
carvacrol during pasting procedure is considerddws

The amount of carvacrol in the syneresis liquidP& suspensions and SK suspensions for
each FT cycle was reported in table 1.
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% Carvacrol in the syneresis (w) / initial contémy) Stability of
Sample trapping after
Cycle 1 Cycle 2 Cycle 3 Cycle 4 4N ET cycles

PS-ELA 60.8,+29 b56.5,+82 38.6,+4.1 39.7,+0.6 Variable

PS-LLA 53.4°+4.3 51.2+45 46.6 + 3.8 52.+3.8 Steady

SK-ELA 43.9°,+33 284,+3.4 32.4,,+21 336,+1.1 Variable

SK-LLA 248+41 29.P+50 31.7+19 33.0G+17 Steady
best samples
for trapping SK-LLA SK-LLA SK-LLA
N SK-LLA
ateach FT SK-ELA SK-ELA SK-ELA

cycle

Generally speaking, after the FT cycles, the amoficarvacrol in the syneresis liquid from
PS gels was significantly higher than the one of g&s. Higher values of carvacrol in the
syneresis liquid indicate a lower stability of tpapy. Thus, the addition of a small quantity of
KGM (0.2% w/w) improved the stability of the stargll submitted to FT cycles.

The addition time of carvacrol had also an effatttloe stability of the trapping. In fact, for

PS-LLA and SK-LLA, trapping of carvacrol remainerfy stable regardless of the number
of FT cycles. On the contrary, for PS-ELA and SKAtrapping of carvacrol varied with the

number of FT cycles. It can be concluded that ttditeon of carvacrol at the end of heating
in a potato starch gel seems to favour the stalaficarvacrol trapping.

However, after four FT cycles, the highest quantitycarvacrol in the syneresis liquid was
obtained from PS-LLA (1.5 times higher than the tnoen SK-LLA). The suspensions with
the lowest amount of carvacrol in the syneresigidigqvere the suspensions containing KGM.
It can be concluded that both the addition of alsmqaantity of KGM (0.2% w/w) and the
addition of carvacrol at the end of heating in gapmstarch gel seem to favour the stability of
carvacrol trapping.

In order to understand the relationships betweensthability of trapping, the presence of
KGM, and the addition of carvacrol at the end @& firocess, it was necessary to study the
physical stability of the gels. For that purpose, wsed several techniques at different levels
of observation: the macroscopic level was studietbugh the pasting properties of
suspensions and the percentage of syneresis lidpadnicroscopic level was studied through

216



Publication 11l : Food Hydrocolloids, http://dx.doi.org/10.10163pidhyd.2016.11.020

the microstructure of samples using SEM. Textuatuiees analysis was done on SEM data in
order to quantify the microstructure of the samples

3.2Physical stability of the gels : macroscopic scale
3.2.1 Pasting properties
The effect of KGM and of carvacrol on the pastimgpgerties was presented in table 2.

As no significant differences in the pasting tenapre were found, it can be concluded that
adding a small quantity of KGM and / or carvacrola potato starch suspension did not

disrupt the speed of the potato starch swelling.

Sample Pasting Peak Setback Final

temperature (mPa.s) (mPa.s) viscosity

°O) (mPa.s)

PS 71.1+0.3 1106+ 15 143"+ 19 948+ 10
SK 70.8+0.4 1789 + 33 12482 +5 1183+ 6

PS-ELA 71.2+0.5 1085+ 4 158" + 10 967 +9
PS-LLA 71.2+0.3 1098+ 18 1459+ 15 937 +13
SK-ELA 71.2+0.4 176021  129°+7 1213+ 8
SK-LLA 71.0+05 1778 + 16 1287+ 9 1180° + 13

Higher values for peak viscosity and for final wasity were obtained in all samples
containing KGM. In a previous study, Lafarge et 2014) have shown that, due to the high
water holding capacity of KGM, peak viscosities dintal viscosities were significantly
higher for SK suspensions than for PS suspensibmis. result might be due either to a
thickening effect from KGM or to the interactionstveen KGM and swollen particles during
the re-association of starch molecules (Rojas, IResal., 1999). Additionally, the addition
of aroma compounds did not modify viscosity prafifer PS and SK.

The association between starch molecules duringingpess commonly referred to as the
setback. It involves retrogradation (early-stagieogradation), or re-ordering, of the starch
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molecules inducing network formation (entanglemeatsi/or junction zone formation)
(Cozzolino, 2016). Setback is used as an indicatiorpotential starch retrogradation.
Typically, starch presenting higher setback valeeslld have a greater tendency for
retrogradation and consequently syneresis (Pongsemé and Srijunthongsiri, 2008). The
addition of KGM resulted in a significant decreaséhe setback value. This decrease should
imply a reduction in retrogradation (decreasingsgheresis) and an improvement in FT
stability.

However, according to Chantaro and al. (ChantaoagBawatmanit et al., 2013), as setback
parameter is obtained from the difference betwden final viscosity and the minimum
viscosity after pic viscosity, the decreasing dbaek with the addition of hydrocolloid did
not necessarily indicate a reduced retrogradationmay also be caused by a higher viscosity
of the system.

3.2.2 Syneresis

Syneresis of potato starch gels, with and witho@M with and without carvacrol was
measured after the four FT cycles. Data were redart table 3. Syneresis occurred in all the
studied samples.

After the first FT cycle, PS showed a syneresis26f8 %. The syneresis increased
dramatically and significantly during the third Fdycle (52.2 %). After that, the value

remained steady. SK behaved differently. Synemgasnot varying significantly according to

the FT cycles. These results are in accordance with ones of Charoenrein &

Preechathammawong (2012). These authors have sti@atradding 0.3 % KGM reduced

syneresis of freeze-thawed rice starch gels. It teen hypothesized that the effects of
hydrocolloids in the reduction of syneresis are doethe retardation of the amylose
retrogradation and to an increase in the viscasitie gels.

However, after the first and second FT cycles,gresence of KGM (0.2 % wi/w) increased
significantly the percentage of syneresis liquithri the third cycle, the syneresis obtained
for SK was significantly lower than the one for PS.

During the retrogradation step, the molecule chaihsamylose get organized in double
helices and form a crystalline network around thmylapectin molecules, which get
organized in turn. Because amylose chains arer|ineerystallization is a fast process, lasting
no more than few hours. The rapid crystallizatibamylose molecules is followed by a slow
crystallization of amylopectin molecules which reqa several weeks (Miles, Morris et al.,
1985). As multiple FT cycles are known to drasticalccelerate retrogradation, four FT
cycles could mimic long term storage (related viaihg term retrogradation of amylopectin)
and one FT cycle could mimic short term storagéafee with short term retrogradation of
amylose). These results may indicate that KGM presicamylose retrogradation but
decreased amylopectine retrogradation. The staliliting a long storage of PS gels can be
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improved by the addition of a small quantity of KG@.2% w/w), resulting in decreasing
retrogradation. This result is in accordance wité literature (Funami, Kataoka et al., 2005;
Xu, Zhong et al., 2012). These authors concludett thermodynamic incompatibility
between corn starch and KGM led to a mutual exgtusDue to the phase separation, the
local concentration of amylose became relativelghbr, resulting in more short-term
retrogradation. This effect was probably due to khgh viscosity of KGM too. KGM
inhibited the association between starch grantlkes delaying the starch gel retrogradation
induced by freeze-thaw treatment (Charoenrein,rdiaet al., 2010). These results may
suggest that KGM has a ‘cryoprotectant’ behavioond @ould be effective in preserving
guality in freeze—thaw starch gels.

Syneresis liquid (%) Stability
Sample samples after
Cycle 1 Cycle 2 Cycle 3 Cycle 4 4" ET cycles
PS 26.8,+53 33.7,+1.9 52.%,+3.9 54.8°,+1.2 AN
SK 49.3°+8.3 43.3+6.6 40.0 +4.1 41.7+6.9 >
PS-ELA 49.0°,+3.3 56.8,+2.0 62.75,+2.6 61.F5+1.9 AN
PS-LLA 447,+65 558,+10 58.6°,+0.1 56.5,+ 1.6 AN
SK-ELA 48.8%,+35 57.2,+29 545°,+27 56.0;+3.3
SK-LLA 42.6%,+27 43.8,+2.6 51.3,+3.1 49.P,+2.38 )
The most stable
unflavoured
Samp'es PS PS SK SK
At each FT cycle
The most stable
flavoured PS-LLA SK-ELA
Samp|es SK-LLA SK-LLA
SK-LLA SK-LLA

At each FT cycle

PS-ELA and PS-LLA behaved the same way as PS. @ftefirst cycle, the percentage of
syneresis range between 44.7 % and 49 %. Thenesyaancreased significantly from the
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third FT cycle (62.2 %) for PS-ELA and from the sed FT cycle (58.6 %) for PS-LLA.
After that, the value remained steady. The syneresiues of PS-ELA and PS-LLA were
significantly higher than that of PS until the thrycle. At the fourth FT cycle, the syneresis
values obtained for PS, PS-LLA and PS-ELA were sighificantly different. These results
indicate that the stability of PS gels is decreasgdhe addition of carvacrol. The effects of
aroma compound on the retrogradation of starch Hasen widely studied with high
concentration of aroma compound. At food conceioima2 mmol/mol glucose, equivalent
concentration used in this present study), ArviseaeCayot (2001) and Lafarge, Bard,
Breuvart, Doublier & Cayot (2008) demonstrated eespely by texture measurements and
by dynamic viscoelastic measurements that aromgoand delayed the retrogradation of
corn starch dispersions. These results are contigi¢gh the findings of Tietz (1997). This
author studied the influence of tapioca starch-aromteractions at low menthone
concentration at several observation scales: miagcmicrostructure and macrostructure. A
low aroma compound concentration, typical for fopdbducts, can trigger structural
rearrangements occurring during starch retrogradasind then modify syneresis of starch
gels.

In contrast, SK-LLA and SK-ELA had a different beglmur of SK. The results displaying the

values of syneresis liquid percent varied dependinghe FT cycles. The syneresis liquid
values of SK-ELA and SK-LLA were significantly highthan those of SK from the third

cycle. Focusing on all flavoured samples, after el cycles, the syneresis liquid for SK-
LLA represents 49.1 %, while for the other samptesitaining carvacrol, values were
included between 56 % and 61 %. Consequently, SK-islthe suspension showing the most
physical stability.

These results are in accordance with pasting ptiepereported above. In our experimental
conditions, the setback value was a good indicfopredicting starch retrogradation after
four FT cycles.

To understand why SK-LLA was the suspension with llest physical stability and the best
trapping stability, the microstructure of studiegensions was examined.

3.3 Physical stability of the gels: microscopic scale

Freschi et al. (Freschi, Doran et al., 2014) regzbet comparative study on the morphology of
wheat and potato starch gels by SEM or by ESEM ifBnmental Scanning Electron
Microscopy). Their results confirmed that convenibsample preparation for SEM analysis
did not alter the structure of the gels and alloweldigher detailed view of the sample, in
comparison with ESEM.
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In the present study, clear differences of micradtire were observed between unfrozen gels
and frozen gels (figure 1). All freeze-thawed dtagels developed a spongy structure which
can be attributed to ice crystal formation (obsdras cavities in micrographs) and starch

retrogradation that was accelerated by FT-cyclémsé& results were consistent with those
reported by several authors (Ferrero, Martino gt18194; Charoenrein, Tatirat et al., 2010;

Charoenrein and Preechathammawong, 2012).

Data processing was done on images of unfrozenagelgels submitted at several FT cycles,
as described in the material and methods part, thedtexture features obtained were
presented in figure 3. The interpretation of thgisehs is based on the position of points and
the distance between the points. The points whieHazated in a same cluster have a similar
texture. Clear differences were observed in thautexfeatures of PS, SK, PS-LLA, SK-LLA
gels (unfrozen, after one FT cycle, and after folircycles).
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Figure 3: Projection 2D of components of Multi-Sca Jensen-Shannon embedding analysis. Effect of freethaw
cycles on texture features of PS (A), PS-LLA (B), SKC) and SK-LLA (D). Red colour: unfrozen gel, Green olour:

gel after one freeze-thaw cycle, Blue colour: geftar four freeze-thaw cycles.
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For PS suspensions (figure 3A), three distinct sedlaswere obtained. The 3D projection

confirmed these three distinct clusters (data hot). The texture features evolved logically

according to the FT cycles. The texture featuresunfrozen gel (PS) described a

microtexture, namely a smooth and uniform textéfeer four FT cycles, the texture features

of frozen gel (PS+4) described a macrotexture, hamgranular and heterogeneous texture.
The texture of gels obtained after one FT cycletBShad intermediate texture features
between these two counterparts. This evolutiorheftexture feature correlated closely with

the obtained increase in syneresis. It is cledreghaeh FT cycle impacted on the gel structure,
this is connected to ice crystallization. Indedxd tepeating of FT cycle reinforced the phase
separation and ice growth, which created cavihehe gel network during freezing and these
holes were also re-enlarged during thawing. Asitbeecrystals become larger, the syneresis
liquid increased.

The addition of carvacrol to a PS gel had impactegatively the texture features of frozen
gels (figure 3B). In fact, the distribution of ptarcorresponding to one FT cycle (PS-LLA+1)
and to four FT cycles (PS-LLA+4) were more scattdtean PS+1 and PS+4. This dispersion
described a heterogeneous texture. The additi@mamficrol modified the texture features of
the starch gel and decreased his physical stabilitgse findings confirmed the results of
syneresis.

At the opposite, the addition of KGM to a PS gel diot modify the texture features of

unfrozen and frozen gel of PS (Figure 3C). Thressters were observed. The distribution of
points of SK, SK+1, SK+4 seemed closer than PS,1PB$+4 (figure 3A) meaning that in

each cluster with KGM, the texture was more homeges. These structural findings were
correlated well with the insignificant changes ymearesis found after 1 to 4 FT cycles for SK
and confirmed the cryoprotectant behaviour of KGM.

The texture features of unfrozen SK-LLA and froZ8K-LLA noted SK-LLA+1 and SK-
LLA+4 on figure 3D sum up the dual effect of cam@cand of KGM. The distribution of
points of each cluster is more dispersed for Su(e 3C) but less pronounced for PS-LLA
(figure 3D). The texture features of SK-LLA+4 weardermediate between those of SK+4
characterized by a microtexture (hamely homogereand those of PS-LLA reflecting a
macrotexture (namely heterogeneous).

A comparison of the texture features of all unfrozgels used in this study has been
performed and no difference could be highlighteatddhot shown).

The standardized distributions of the surface efftbles within frozen gel obtained after 4 FT
cycles have been performed. The holes (observesl ddvities in micrographs) are the
reflection of the shape and size of embedded igstals formed during freezing and thawing.
This distribution of holes can be used as an indroaf the homogeneity of starch gels (figure
4).
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Figure 4: Normalized histogram of the surface of te holes distribution within the gel after four freeze-thaw cycles.
(A) PS, (B) PS-LLA, (C) SK, (D) SK-LLA.
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In PS gel after 4 FT cycles (PS+4), the surfacdridigion of the holes was quite
homogeneous (figure 4A). Indeed, the microtextdr®® was characterised by a population
of holes ranging from 1000 to 2000 um2, and leaa 80% of the holes with higher projected
surface. The PS gels had a smooth and uniform stracure. The FT cycles triggered the
rearrangement of amylose and amylopectin chaimsforeed the separation phase and ice
growth and that homogeneously.

PS-LLA +4 presented a surface distribution of tlodek (figure 4B) characterised by larger
holes: mainly holes of 2000 um2 and less than 30%oles with higher projected surfaces.
These results revealed that ice formation was nmoaeked by the presence of carvacrol
which indicated the destabilizing effect with cark@ as discussed previously. The formation
of big ice crystals promoted the separation phasktlae concentration of starch-rich regions.
It could be assumed that carvacrol promoted stegtrbgradation as evidenced by the high
syneresis and the large ice crystals formed.

The surface distribution of the holes of SK+4 wasrenheterogeneous than the one of PS,
with 50% holes of 2000 um2 and 50% of holes of éigdimensions (figure 4C). This
distribution showed that KGM has perturbed the regeament of amylose and amylopectin
chains during retrogradation. Logically, larger d®lshould accelerate the syneresis.
Nevertheless, these larger holes were not corcelaith increase in syneresis. In fact, as
pointed out earlier, when KGM was added in PS &, syneresis liquid of starch gel
decreased. This decrease may be attributed to arease of the intracellular and
intermolecular hydrogen bindings, to a phase séparar to an interaction between KGM
and amylose molecules (BeMiller, 2011; Chen, Falet2015). It may also be related to the
high water holding capacity of KGM. Higher values peak viscosity and final viscosity in
RVA measurement were observed. So the water-holchipgcity of KGM allowed retaining
water during FT cycles. KGM hindered the harmfdéef from FT cycles on PS by reducing
syneresis and thus improve the freeze-thaw stalofitstarches. However, the ice crystal
formation was not prevented.

The surface distribution of the holes of SK-LLAHg(re 4D) was less heterogeneous than
the one of SK+4 (figure 4C), with about 60% holé2@00 um2 and less than 40% of holes
of higher dimensions (figure 4D). The addition lo¢ tigand, which induced the complexation
led the amylose and amylopectin chains to adopvengstructure, limiting the KGM action
in its disruptive role in the arrangement of amgloand amylopectin chains during
retrogradation. The comparison between the surdéatebution of PS-LLA + 4 (figure 4B)
and SK-LLA+4 (figure 4D) show that the addition EKGM in the system induced the
formation of bigger holes (less than 30% of holegér than 2000 pum2 for PS-LLA, to be
compared with less than 40% of holes bigger tha&d030m2 for SK-LLA), but in the same
time, very large holes (above 1200 pm2) were ptesarPS-LLA and not in SK-LLA. Then,
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it can be conclude that the presence of KGM presvdre formation of the biggest ice crystals
within the matrices containing carvacrol.

4. Conclusions

The KGM, added in a very low quantity (0.2 %) ir#adPS gel, has shown its efficiency as
agent to ensure the physical stability of the gdabjected to repeated FT cycles. This
phenomenon could be explained by the result oKiB& water-holding capacity and by the
competition for water between KGM and starch. Tiisior addition of KGM (0.2 %) was
also effective to ensure the stability of carvatrapping.

The Image processing by Generalized Fourier Destapvas used to provide an accurate
means of obtaining texture features on starchy geld a better understanding of their
microstructure. The addition of carvacrol redudeel physical stability of the gel with larger

pores and increased syneresis. Furthermore, theaaddf KGM increased the pore size but

prevented the formation of very large pores andefioee reduced the syneresis.

This study showed that addition of KGM into PS gaisl the addition of carvacrol at the end
of heating of the suspensions were the best congitio ensure the physical stability of the
gels and the stability of carvacrol trapping. Thagtical utility of this study can be found in
the formulation of frozen food products, especiallyen modified starches cannot be used.
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Résultats et discussion

La stabilité du piégeage du carvacrol a été évgtaéson dosage dans le liquide de synérése.
Aucune décomposition du carvacrol n'a été obsesudes chromatogrammes obtenus par
GCMS.

De hautes valeurs de carvacrol dosé dans le swanagaduisaient une faible stabilité du
piégeage du carvacrol. Deux parameétres influaieniasstabilité du piégeage du carvacrol : la
présence de glucomannane de konjac et le momgatitidu carvacrol.

La quantité de carvacrol dosée dans les surnagdar®S-ELA et PS-LLA était plus élevée
gue celle dosée dans SK-ELA et SK-LLA. L’ajout déupetite quantité de glucomannane de
konjac (0,2 % (m/m)) améliorait la stabilité dugeége du carvacrol.

Le moment d’ajout du carvacrol n’était pas neutra.quantité de carvacrol piégé restait
stable pour PS-LLA et SK-LLA quel que soit le nombrde cycles de
congélation / décongélation contrairement a celeP&-ELA et SK-ELA qui était faible et
variait avec le cycle de congélation / décongétatiGependant, aprés quatres cycles de
congélation / décongélation, SK-ELA présentait omalleure stabilité que PS-ELA.

Il en ressort de cette étude que SK-LLA présengimeilleure stabilité de piégeage du
carvacrol.

A I'échelle macroscopique, la stabilité physiques dels a été étudiée par les mesures de
volume de synérese recueillis et les propriétésamiguaes des matrices par des tests de
pénétrométrie. Ces derniers ne s’étaient pas nwonotmécluants. La succession des cycles de
congélation / décongélation a formé une surface plame des échantillons. De plus, la

présence des poches d'eau dans les échantillomsidu rles tests de pénétrométrie non
répétables et non exploitables. Pour contourngarcbleme, deux solutions auraient pu étre
envisageées :

- Réaliser une précompression des échantillons desiests de pénétrométrie
- Démouler les échantillons et réaliser des testaalyge du profil de texture (TPA,
Texture Profile Analysis).

Tous les échantillons, indépendamment du nombreydies de congélation / décongélation,
ont présenté de la synérése. De hautes valeumdeese traduisaient un gel peu stable dans
le temps. En effet, la succession de cycles cotigéladécongélation accélerait la
rétrogradation de l'amidon. Les associations emge chaines des molécules d’amidon
augmentaient, expulsant l'eau, la synérese, enrdetie la structure. Deux parametres
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Résultats et discussion

influencaient la stabilité des matrices : la présetie glucomannane de konjac et la présence
du carvacrol.

L’ajout de glucomannane de konjac a réduit la Ss&rde PS soumis a un vieillissement
accelére. Cependant, cet effet n'était visible qguartir du troisieme cycle de
congélation / décongélation. Pour les deux premmysles, un effet «accélérateur de
synérése » était observé. Nos résultats ont aiostrque 0,2 % (m/m) de glucomannane de
konjac accélerait la rétrogradation de I'amylose, & lieu dans les premieres heures de la
rétrogradation de I'amidon et ralentissait la rétemation de I'amylopectine, qui se déroule
sur plusieurs jours voire plusieurs semaines. Cit eserait di aux modifications
physicochimiques de la phase continue (viscositaéctibn volumique) en présence de
glucomannane de konjac. En effet, selon nos rdsulpmécédents, en présence de
glucomannane de konjac, 'amylose est concentrées ¢k phase continue, favorisant les
interactions amylose-amylose et donc la rétrogradate I'amylose. Par contre la présence
du glucomannane de konjac dans la phase contirhukeifassociation des fantdmes des
grains d’amidon et ralentit donc la rétrogradatitenl’amylopectine. Ces résultats semblent
prometteurs en vue d’application du glucomannankot§ac pour préserver au long terme la
gualité des aliments surgelés a base d’amidon.

PS-ELA et PS-LLA présentaient des volumes de sgeénéttement plus importants que ceux
de PS. Le carvacrol a donc diminué la stabilitéspiye des gels d’amidon et accentué la
rétrogradation de I'amidon. Nos résultats sont@oral avec la littérature. Néanmoins, I'effet
des composés d’arbme sur la rétrogradation de dlamvarie. En effet, Cayot, Lafarge et al
(2000) ont montré lors d'un vieillissement accélé2d heures a -26°C, puis 24 heures a
température ambiante) par des tests de pénétrentte la rétrogradation de I'amidon de
mais standard était ralentie en présence d’acétaeamyle (composé d'arbme non
complexant). Suite a un vieillissement naturel @end8 jours a 6°C, I'étude des mémes
matrices d’amidon de mais standard aromatisées dwd@cétate d'isoamyle, de 'octanol
(complexe avec 'amylose de type V6Il) ou du linalcomplexe avec I'amylose de type
V6l1l), par analyse rhéologique en mode dynamiguégalement montré que la présence de
l'acétate d’'isoamyle ou de l'octanol ralentissaat fétrogradation de I'amidon de mais
standard (Reparet, Moine et al., 2006). Par conérgcun impact du linalol sur la
rétrogradation du gel d’amidon de mais standarct@anis en évidence.

Les volumes de synérese recueillis pour SK-ELA KtLBA variaient selon les cycles de
congélation / décongélation et étaient supérieurS§Ka a partir du troisieme cycle de
congélation / décongélation.

En conclusion de I'étude de la stabilité physigaee ohatrices, sur les quatre matrices testees,
SK-LLA est la matrice présentant la meilleure dibiphysique aprés quatre cycles de
congélation / décongélation.

Pour comprendre pourquoi SK-LLA était la matricégantant la meilleure stabilité physique
et la meilleure stabilité de piégeage du carvaarok analyse microscopique (MEB) a été

233



Résultats et discussion

réalisée. L'analyse des images MEB par la transéerrde Fourier a clairement mis en
évidence l'effet des cycles de congélation / déétatgpn, du carvacrol et du glucomannane
de konjac sur les caractéristiques texturales dacides échantillons.

Apres 4 cycles de congeélation / décongélation, R&enmtait des propriétés texturales de
surface hétérogéne mais avec des surfaces delporegjenes et petites. La surface des pores
reflete la taille et la forme des cristaux de glatmmés lors des cycles de
congélation / décongélation. L’hétérogénéité deuedace des échantillons reflete I'effet des
congélations successives, ce qui est en accord lawgpmentation du volume de synérese
observé. Par contre, SK présentait une texture lpdimsogéne que PS ce qui est en accord
avec les résultats de la différence de stabilitgsigjue entre PS et SK. La distribution de la
surface des pores était plus hétérogéne pour Ste @istribution refléte I'effet néfaste du
glucomannane de konjac sur I'organisation des esaitamylose et d’amylopectine lors de
la rétrogradation. Or, la présence de grande suréhc pore n’est pas corrélée avec une
augmentation de synérese. La forte capacité detigted’eau du glucomannane de konjac a
permis d’assurer la stabilité physique des gels b vieillissement accéléré en limitant
'apparition de synérése sans empécher la formakgogros cristaux de glace. Ce résultat est
en accord avec I'étude de Ni, Ke et al, (2016). &eteurs ont montré que, dans une matrice
constituée d'un mélange damidon de pomme de ter(® % miv),
d’hydroxypropylméthylcellulose (1,4 % m/v), de @ghénane (0,3 % m/v), de pectine (0,4 %
m/v), d’agar (0,5 % m/v), la présence de 0,3 % Jnotv 0,5 % (m/v) de glucomannane de
konjac limitait la formation de gros cristaux dagg. Par contre, cet effet n’était pas visible
avec un ajout de 0,1 % de (m/v) de glucomannan@dgc.

PS-LLA présentait une surface nettement plus hgér® que PS, avec de larges surfaces de
pores. Ces résultats révelent que la formation ldeegétait plus marquée en présence de
carvacrol. Ceci conforte nos observations précédede I'effet néfaste du carvacrol sur la
stabilité physique de PS-ELA et PS-LLA. Dans nosditions expérimentales, le carvacrol
avait un effet déstabilisant se traduisant pavoésmes de synérese importants.

La comparaison des caractéristiques texturalesifiace de PS-LLA avec celle de SK-LLA a
montré que ces deux matrices avaient des surfacpsrds importantes mais que la présence
du glucomannane de konjac limitait la taille de peses. Ceci explique pourquoi la matrice
SK-LLA présente une stabilité physique et une $takie piégeage du carvacrol supérieures
par rapport aux trois autres matrices de I'etud@ ERA, PS-LLA, SK-ELA).

Cette étude de la stabilité du piégeage du carvdarts le temps a été réalisée en choisissant
des conditions drastiques : les cycles de congélaécongélation. Ces derniers ont accéléré
la rétrogradation de I'amidon qui a été d’autantspamplifiée que la vitesse de congélation
appliguée était faible. Les résultats obtenus détemt les limites de stabilité des
echantillons. Afin de valider si les tests de Vigslement accélérés peuvent étre des tests
fiables prédicitifs de la stabilité des échantiipane étude de la stabilité des échantillons en
vieillissement « normal » serait intéressante hs&ra
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L’hypothése N°2 est vérifiée : l'ajout de glucomane de konjac améliore la stabilité
physique des matrices a base d’amidon de terra stabilité du piégeage des composés
d’arbme.

L’ajout de 0,2 % (m/m) de glucomannane de konjao&suspension d’amidon de pomme de
terre (5 %) a permis d’assurer une stabilité dgeage du carvacrol par I'amidon de pomme
de terre. Cette stabilité du piégeage du carvasbliée a la stabilité physique des matrices
amidon de pomme de terre — glucomannane de kdajaeffet, la présence du glucomannane
de konjac :

- accélere la rétrogradation de 'amylose mais réleptle de 'amylopectine lors d’'un
vieillissement accéléré par des cycles de congélatiécongélation. Ce phénomeéne
est lié aux modifications physicochimiques (vistédiraction volumique) de la phase
continue en présence de glucomannane de konjac.

- limite le volume de synérése. Le glucomannane dejakon’empéche pas la
formation de cristaux de glace, par contre il lanieur grossissement. Cette piste
serait intéressante a approfondir.

La matrice SK-LLA présente une stabilité physiquee stabilité de piégeage du carvacrol
Supérieures par rapport aux trois autres matriedetide (PS-ELA, PS-LLA, SK-ELA).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

L’objectif de ce travail était de démontrer queplésence de glucomannane de konjac dans
une matrice d’amidon de pomme de terre permet béice sa stabilité physique sans inhiber
'encapsulation moléculaire de composés d’ardme’ ganylose.

La premiere phase du travail a consisté a caraetéla matrice amidon - glucomannane de
konjac avant l'ajout de composés d’arbme. Dans krioe « amidon de pomme de
terre - glucomannane de konjac » étudiée, la gétation et la rétrogradation de I'amidon de
pomme de terre ont eu lieu. Cependant, une trétefguantité de glucomannane de konjac
(0,2 % (m/m)) a suffi pour perturber la gélatinisatet la rétrogradation de I'amidon de
pomme de terre. La présence de glucomannane dackargngendré une matrice moins bien
structurée ou les grains d’amidon de pomme de teamt moins gonflés avec pour
conséquence une diminution de la solubilisatiofiadaylose. Le glucomannane de konjac est
présent dans la phase continue de la matrice. iIEonrale sa présence et de son fort pouvoir
de rétention d’eau, un effet de concentration dmylose solubilisée dans la phase continue a
été observé. Cette matrice mixte amidon - glucoraaerde konjac peut étre définie comme
un gel faible.

Dans un deuxieme temps, des composés d’arbme énajéutés a la matrice afin de
comprendre linfluence des paramétres : présenceygldeomannane de konjac, moment
d’ajout des composeés d'intéréts, sur la formati@s @omplexes amylose — ligand. Les
résultats de notre étude permettent d'affirmer Bgrecapsulation moléculaire de composés
d'arbme par I'amylose d’amidon de pomme de terrepa¥sence d’'une faible quantité de
glucomannane de konjac (0,2 % (m/m)) a été posdibldormation de complexes a été mise
en évidence avec le carvacrol. Cependant I'ajougldeomannane de konjac a perturbé
modéerément I'établissement de I'encapsulation nudéée du carvacrol. La signature de ces
complexes carvacrol - amylose est de type V6lksta-dire que le carvacrol se situerait en
inter et intra - hélice de 'amylose.

L’établissement des complexes amylose - carvacrst dépendante des conditions
expérimentales et du temps. La formation de congslewec I'hexanoate d’éthyle n’a pas été
mise en évidence. Ce résultat est contraire a ttardture, néanmoins les conditions
expérimentales comme la vitesse d’agitation uglisétaient différentes. Ainsi, dans notre
étude, la vitesse d’agitation appliquée semble aggire suffisante pour ce composé volatil
2,6 fois moins soluble dans 'eau que le carva®ahs les matrices contenant uniquement de
'amidon de pomme de terre, le moment d’ajout damlalécule d’intérét est un facteur
déterminant. Un ajout du carvacrol en fin de precgmrait grandement faciliter
'encapsulation moléculaire par 'amylose. L'utdison du propylene glycol comme solvant
support du carvacrol a favorisé également la foonatle complexes carvacrol - amylose.
Dans nos conditions expérimentales, le propyléeyeoyine forme pas de complexes avec
'amylose.
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Les matrices présentant le meilleur piégeage dvacesl immédiatement apres le traitement
thermomeécanique et 24 heures plus tard sont :

- PS-LLA (matrice amidon de pomme de terre, ajoutcdwvacrol en fin de process,
65 % + 2 %) en raison des fortes interactions mogdiimiques entre le carvacrol et
'amylose

- SK-LLA (matrice amidon de pomme de terre — gluconzare de konjac, ajout du
carvacrol en fin de process, 68 % + 3 %) en rag®biaugmentation de la viscosité de
la phase continue limitant la mobilité du carvaceblen raison, dans une moindre
mesure, de la présence d'interactions physicochiesigentre le carvacrol et
'amylose.

Puis dans un troisieme temps, la stabilité du @iggedu carvacrol a été étudiée. Pour cette
étude, le choix a été fait de conserver les maricdétat de gels ou de solutions épaisses.
L'étude la stabilité du piégeage du carvacrol pae matrice amidon de pomme de terre —
glucomannane de konjac a montré que cette stalditdit liée a la stabilité physique des
matrices amidon de pomme de terre — glucomannan®mjac. L'ajout de 0,2 % (m/m) de
glucomannane de konjac a permis d’assurer :

- la stabilité physique dans le temps de la suspergimmidon de pomme de terre a
5 % (m/m) soumise a un vieillissement accélérédparcycles répétés de congélation /
décongélation. Il a été observé, lors d’'un viakisient accélérée par des cycles de
congélation / décongélation, que la rétrogradatlen’amylose a été accélérée mais
gue celle de 'amylopectine a été ralentie. Ce ph@me est lié aux modifications
physicochimiques (viscosité, fraction volumique)ldghase continue en présence de
glucomannane de konjac. De plus, en raison dertadapacité de rétention d’eau, le
volume de synérese est limité.

- la stabilité du piégeage du carvacrol en raisoladgabilité physique des matrices.

Parmi toutes les matrices de I'étude, la matriésg@ntant la meilleure stabilité physique et la
meilleure stabilité du piégeage du carvacrol esmktrice SK-LLA (matrice amidon de
pomme de terre — glucomannane de konjac, ajouaidiacrol en fin de process).

En conclusion, parmi toutes les matrices de cettdeg SK-LLA (matrice mixte amidon de
pomme de terre — glucomannane de konjac, ajouaacrol en fin de process) présente tous
les critéres positifs et prometteurs pour assunerhonne protection du carvacrol, efficace et
stable dans le temps.

L’état de I'art sur le glucomannane de konjac a emsévidence son potentiel en tant que
matériau d’encapsulation de composés aromatis@etse étude nous a permis d'étoffer les
connaissances sur les interactions entre le glueoame de konjac et les composés volatils.
Selon nos conditions expérimentales, le glucomameignkonjac ne forme pas d’interactions
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spécifiques avec les composés d’arbme. Par cdatrétention des composés volatils au sein
d’'une matrice de glucomannane de konjac dépeneéuws propriétés physicochimiques. En
effet, les esters testés sont retenus en raisora dierte viscosité de la solution de
glucomannane de konjac, limitant la mobilité etviaatilité des composés d’arbme. Par
contre, pour le carvacrol présentant un log P plasé que les esters de I'étude, un effet «
salting-out » a été observé dans la suspensionutergannane de konjac. Ces différents
comportements demandent a étre approfondis etpéari se demander si ces résultats sont
dus a un effet compétitif avec I'eau ou a une conédion particuliére du glucomannane de
konjac. Nous sommes en droit de nous demanderdidime linéaire du glucomannane de
konjac est capable également de prendre une fogtieoidale pouvant interagir avec les
molécules volatiles.

Le glucomannane de konjac a eu la faculté de Imgiesynérese. Lors de cycles répétés de
congélation / décongélation, le glucomannane dgakom’empéche pas la formation de
cristaux de glace, par contre il limite leur gressiment. Ce comportement mimant celui des
cryoprotecteurs conventionnels semble intéressappeofondir.

Enfin, il serait intéressant de déterminer la terapge basse limite a laquelle I'ajout de
ligand en fin de traitement thermique peut étrdigéaEn effet, plus cette température est
basse, plus cela est favorable a I'encapsulatiomalécules d’intérét thermosensibles. Deux
axes peuvent étre envisagés : l'utilisation d’amigwégélatinisé et/ou la modification des
parametres du traitement thermomécanique.

Une autre perspective a ce travail serait d’étuldidibération des molécules d’intérét. Deux
modes de libération peuvent étre envisagés :

- la libération par diffusion passive, qui préseriteconvénient de ne pas permettre de
contrdler le taux de libération de molécules diéatée
- lalibération par dégradation suite a une hydrogrseymatique ou acide.

Suite a la libération, il serait intéressant deifigr si le carvacrol, qui, en plus de ses
propriétés aromatisantes, a des propriétés antiomgd et antimicrobiennes, a conservé ces
fonctionnalités.
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